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RESUMO
Vesículas de membrana externa (OMV), são estruturas liberadas por algumas
bactérias  frente  ao  sistema  imune  do  hospedeiro.  As  membranas  da  vesícula
externa possuem os mesmos componentes das membranas da bactéria escolhida,
por  isso  o  grande  interesse  em  estudar  essas  estruturas,  até  porque  elas  não
possuem  cromossomos,  tornando-as  muito  importantes.   As  vesículas  de
membranas externas  (Outer Membrane Vesicles - OMV) possuem várias funções,
dentre  as  mais  importantes  e  a  principal  que nos interessa  é  apresentarem um
importante papel na competência natural desta, no transporte de DNA exógeno para
dentro  da  célula  bacteriana  e  entre  as  diferentes  bactérias.  As  OMVs  são
evaginações da membrana podendo atuar como carreadores de material  nuclear
exógeno.  A fim de debelar todos os problemas apresentados pelas metodologias de
transfecção antes descritas, resolvemos utilizar a nanotecnologia em estudos in vitro
utilizando  as  OMVs  no  processo  de  transfecção  celular.  Com  o  advento  da
nanobiotecnologia, a medicina ganhou uma grande aliada para a terapêutica clínica,
uma vez que, as nanopartículas seriam empregadas no diagnóstico e tratamento de
diversos  tipos  de  doenças.  Desta  forma  resolvemos  estudar  as  OMVs  como
facilitadora do processo de transfecção de material exógeno, através de obtenção de
vesículas  de  membranas  externa  (OMV)  a  partir  de  linhagens  de  Haemophilus
aegyptius 254 (Hae254) pelo processo de biofermentação em biorreator de 1 litro.
Uma vez que, a utilização da OMV como um potente carreador de material exógeno
e sua utilização como facilitadora do processo de transfecção celular, até o momento
não foram realizados por nenhuma linha de pesquisa. Neste processo, foram obtidos
resultados satisfatórios quanto ao uso das OMVs obtidas da linhagem Hae254 na
transfecção de células de origem tumoral (NG97) e fibroblastos murinos (NCIH –
3T3). Neste trabalho foi possível padronizar a extração das OMVs pela técnica de
fermentação liquida por biorreator, determinar sua concentração através da técnica
de varredura por absorbância e também comprovar pela técnica de citotoxicidade a
total ausência de toxicidades as células. Devido a eficiência do teste de transfecção
realizado com as OMVs Hae-254 conjugadas com plasmídeo GFP em células NG97,
podemos  concluir  que  as  nanopartículas  de  origem  biológica  OMVs  Hae-254
observada por experimentos de microscopia de fluorescência, tem a capacidade de
transfectar células tumorais do sistema nervoso central NG97. 
ABSTRACT
External vesicles (OMV) are structures released by some bacteria against the
immune system of the host.  The membranes of the outer vesicle have the same
components of  the membranes of  the chosen bacterium, so the great  interest  in
studying these structures, because they do not have chromosomes, make them very
important. The Outer Membrane Vesicles (OMV) have several functions, among the
most important and the main one that interests us is to play an important role in the
natural competence of this bacterium, in the transport of exogenous DNA into the
bacterial cell and between the different bacteria. OMVs are membrane evaginations
and can act as carriers of exogenous nuclear material. In order to overcome all the
problems presented by the above described transfection methodologies, we decided
to  use  nanotechnology  in  in  vitro  studies  using  OMVs  in  the  process  of  cell
transfection. With the advent of nanobiotechnology, medicine has gained a strong ally
for  clinical  therapeutics,  since nanoparticles  would  be used in  the  diagnosis  and
treatment of various types of diseases. In this way, we decided to study OMVs as a
facilitator  of  the transfection process of  exogenous material  by obtaining external
membrane vesicles (OMV) from Haemophilus aegyptius 254 (Hae254) strains by the
biofermentation process and 1 liter reactor. Since the use of OMV as a potent carrier
of exogenous material and its use as a facilitator of the cellular transfection process,
to date they have not been performed by any line of research. In the meantime,
satisfactory results were obtained regarding the use of the OMVs obtained from the
Hae254 line in the transfection of cells of tumor origin (NG97) and murine fibroblasts
(NCIH - 3T3). In this work it was possible to standardize the extraction of OMVs by
the  technique  of  liquid  fermentation  by  bioreactor,  to  determine  its  concentration
through the technique of absorbance scanning and also to prove by the cytotoxicity
technique the total  absence of toxicities of  the cells.  Due to the efficiency of the
transfection test performed with Hae-254 OMVs conjugated to GFP plasmid on NG97
cells,  we can conclude that  the nanoparticles of  biological  origin  Hae-254 OMVs
observed by fluorescence microscopy experiments have the ability to transfect tumor
central nervous system NG97.
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INTRODUÇÃO
1- Haemophilus influenzae biotipo aegyptius 
Taxonomia de Haemophilus influenzae biotipo aegyptius 
A bactéria  Haemophilus  influenzae  biotipo  aegyptius  (Hae),  foi  identificada
pela primeira vez há mais de um século por Koch no Egito. Anos depois, foi isolada
por  Weeks e, finalmente,  o  bacilo Koch-Weeks foi  nomeado como  Haemophilus
aegyptius (1).  Estudos de hibridização de DNA de  Haemophilus influenzae  e  H.
aegyptius mostraram que se trata de um grupo de organismos relacionados (2, 3 e
4) e observou que  H. aegyptius  é fenotipicamente muito próximo a  H. influenzae
biotipo III.  Apesar  de diferenças,  que serão discutidas adiante, diversos autores,
como Casin  et al.(3) e Brenner  et al.(5), argumentam que, dada as semelhanças
fenotípicas, bioquímicas e genéticas,  H. influenzae  e  H. aegyptius  representam a
mesma espécie. Assim, H. aegyptius é designado como H. influenzae biogrupo ou
biotipo aegyptius (Hae).
Bactérias  do  gênero  Haemophilus  são  cocobacilos  gram-negativos,  sem
motilidade, não formadoras de esporos e aeróbicos ou anaeróbicos facultativos. O
único hospedeiro natural de  H. influenzae,  incluindo Hae, é a espécie humana e
esses organismos necessitam dos fatores de crescimento V (NAD - dinucleotídeo de
nicotinamida)  e  do  fator  X  (hemina)  presentes  no  sangue.  Linhagens  de  H.
influenzae  são  classificadas  em  sorotipos  e  em  biotipos.  A sorotipagem  de  H.
influenzae  em  sorotipos  de  a  -  f  baseia-se  na  presença  do  tipo  capsular.  As
linhagens que não apresentam cápsula  são não tipáveis (NTHi  –  nontypable  H.
influenzae), como é o caso de Hae. A classificação em biotipos I – VIII baseia-se na
29
presença  de  enzimas  como  ornitina  descarboxilase,  urease,  na  fermentação  do
açúcar  D-xilose  e na produção de indol  (6).  É interessante ressaltar  que alguns
autores (7) consideram biotipo e biogrupo como sinônimos e usam a nomenclatura
Haemophilus influenzae biotipo  aegyptius, sendo  aegyptius um biotipo a parte dos
demais. Bactérias pertencentes ao biotipo III e Hae não são capazes de fermentar a
xilose e de produzir indol, ainda, tais bactérias são capazes de hemaglutinação e
são  os  principais  causadores  de  conjuntivite  entre  as  demais  linhagens  de  H.
influenzae. Entretanto, existem diferenças entre linhagens do biotipo III e Hae, como
a susceptibilidade de Hae à troleandomicina, morfologia bacilar distinta, menor taxa
de crescimento em ágar chocolate (8) e o perfil de proteínas da membrana externa
(9,10 e 11)
Ao  considerar  as  diferentes  nomenclaturas  para  Hae:  H.  aegyptius,  H.
influenzae  biogrupo  aegyptius  e  H. influenzae  biotipo  aegyptius, optou-se pelo uso
da última opção, da sigla Hae de forma geral e da sigla Hae-BPF para linhagens
causadoras da Febre Purpúrica Brasileira (BPF – Brazilian Purpuric Fever).  Para
evitar equívocos, utilizaremos a sigla Hi para as demais linhagens de H. influenzae
(não Hae).
Diagnóstico
 A natureza clonal de Hae permite uma fácil distinção entre outras linhagens
de Haemophilus por características fenotípicas e genotípicas. Porém, especula-se
que casos de BPF foram e ainda sejam omitidos, já que o quadro clínico é muito
similar à meningoccemia causada por  Neisseria meningitidis, exceto pela ausência
de meningite e o fato de ocorrer apenas em crianças de 2 meses a 10 anos de
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idade. Recém-nascidos, adolescentes, adultos e idosos parecem ser imunes, o que
sugere  que  a  proteção  contra  BPF  seja  mediada,  em  parte  pelo  menos,  por
anticorpos  adquiridos  por  passagem  transplacental  ou  produzidos  pelo  sistema
imune maduro do indivíduo (12). O diagnóstico laboratorial geralmente é realizado
pela identificação de Hae, através da cultura de sangue e material da conjuntiva. Até
o momento,  não se conhece um diagnóstico  molecular  para BPF.  O diagnóstico
molecular de N. meningitidis, ou meningococo, por exemplo, é normalmente feito por
PCR através da identificação de sequências tidas como específicas para Neisseria
spp., como o gene crgA (contact regulated gene A) (13, 14, 15 e 16). Este último
gene codifica um regulador transcripcional  da família LysR e já foi  detectado em
linhagens  Hi  NTHi  através  de  primers  usados  para  diagnóstico  clínico  de  N.
meningitidis (16). Como a BPF pode evoluir para um quadro exacerbado de sepse
com elevada mortalidade, seria interessante o desenvolvimento de testes rápidos e
rotineiros  capazes  de  identificar  Hae  e  distinguir  casos  de  BPF  de
meningococcemia.
Plasmídeo Constitutivo
O  grupo  de  Brenner  identificou  em  linhagens  causadoras  de  BPF  um
plasmídeo de 24-MDa com um padrão de restrição com a enzima AccI referido como
3031 (devido ao fato  desse padrão ser  primeiro observado na linhagem de Hae
F3031 ou 254/86) (5).  Através do sequenciamento,  sabe-se que o plasmídeo de
F3031 tem 32.433 pares de base (pb) e 34 genes em potencial,  cujas proteínas
hipotéticas  apresentam pouca  identidade  e  similaridade  com as  encontradas  no
banco de dados.  Esse plasmídeo apresenta dois domínios distintos:  um domínio
com genes semelhantes aos encontrados em plasmídeos conjugativos e outro com
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genes  com funções  desconhecidas  e  que  apresenta  nove  cópias  da  sequência
uptake específica de Haemophilus. Observou-se que o plasmídeo em questão não é
similar o suficiente a qualquer outro plasmídeo conjugativo caracterizado para ser
enquadrado em algum grupo de incompatibilidade e não foram identificados genes
diretamente relacionados à virulência (17). Ainda, foram identificadas raras linhagens
de Hae causadoras de BPF que não apresentam essa estrutura (18). Isso indica que
o plasmídeo não apresenta um envolvimento crítico na virulência de Hae, apesar de
não se conhecer totalmente os mecanismos de virulência desta bactéria. Porém, ao
considerar a virulência única das linhagens Hae e a presença de um plasmídeo
singular  na  maioria  destas  linhagens,  tornam-se  importantes  os  estudos  mais
aprofundados sobre essa estrutura. 
Cápsula
Como as linhagens de Hae-BPF são invasivas, ou seja, capazes de chegar à
corrente  sanguínea,  acreditava-se  que  estas  apresentavam  uma  cápsula
polissacarídica, um dos mais importantes fatores de virulência em Hi (5). Observou
que tais bactérias não reagem com anticorpos anti-cápsula de Hi tipo b ou anticorpo
polivalente anti-cápsula de a-f e também não conseguiu detectar alguma estrutura
capsular. Anos depois, com o sequenciamento do cromossomo da linhagem F3031
(19), confirmou-se que Hae-BPF não apresenta o locus cap presente nas linhagens
capsuladas de Hi. Porém, estudos de hibridização de DNA mostraram que Hae-BPF
apresenta o elemento de inserção IS1016, o qual está localizado no loci de cap de
algumas  linhagens  de  Hi.  IS1016  está  ausente  em  linhagens  de  Hae  não
causadoras de BPF (20).  Isso sugere que essa Hae-BPF possa ter possuído ou
adquirido  em algum momento os  genes responsáveis  pela síntese capsular  (em
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conjunto  com  outros  genes  de  virulência  talvez).  Entretanto,  suspeita-se  que
linhagens de Hae-BPF apresentem uma superfície com carboidratos, evidenciada
com a coloração por  ruthenium red.  Porém, esse reagente não é específico para
polissacarideos e tal coloração só é observada após a passagem em modelo animal
(10). Assim, é possível que essa superfície apresente composição de outra natureza,
seja codificada por genes desconhecidos e cuja expressão seja somente induzida
em contato com o hospedeiro. Até o momento não há evidência concreta que Hae-
BPF seja um organismo portador de cápsula ou não. Se de fato tal bactéria não for
capsulada, isso a destaca entre os patógenos bacterianos invasivos, já que essa
estrutura é essencial para a sobrevivência destes patógenos na corrente sanguínea
do hospedeiro (12).
Lipooligossacarídeo e lipídios
Outro fator de virulência comumente relacionado à doenças invasivas e ao
quadro  de  sepses  bacteriana  é  o  lipooligossacarídeo  (LOS),  também conhecido
como endotoxina (21). O LOS é conhecido por estimular o sistema imune, induzindo
a produção de citocinas como IL-10 (Interleucina 10) e TNF-α (Tumor necrosis factor
– fator de necrose tumoral) (22). Vale ressaltar que a resposta imune causada pela
BPF é algo que ainda não foi analisado.
O  LOS  é  o  maior  constituinte  da  membrana  externa  de  bactérias  gram-
negativas e é formado por uma porção lipídica, o lipídio A, covalentemente ligada a
um  oligossacarídeo.  O  lipídio  A,  um  glicolipídeo  composto  por  múltiplos  ácidos
graxos,  é  o  componente  biologicamente  ativo  do  LOS  e  responsável  por  sua
atividade endotóxica (23). Erwin and Munford em 1989 (24) determinaram que os
33
LOS  de  um  isolado  de  Hae-BPF  (F3031),  um  de  Hae  não  causadora  de  BPF
(F3065) e outro de Hi tipo b são similares em tamanho e composição de ácidos
graxos, sendo compostos por dois tipos de ácidos graxos, 3-OH ácido mirístico e
ácido mirístico, e se assemelham ao LOS de Salmonella spp. e de Escherichia coli.
Não houveram diferenças também entre o LOS de linhagens de Hae causadoras ou
não de BPF em ensaios de toxicidade. Também foi observado que o LOS de Hae
(BPF e não-BPF) diferiu do de Hi tipo b e N. meningitidis ao se separar na fase fenol
ao invés da fase aquosa na extração água-fenol. Esse tipo de partição foi descrita
em Pseudomonas aeruginosa e pode refletir em uma maior hidrofobicidade do LOS
dessas bactérias.
No modelo de rato infantil, já estabelecido para o estudo da patogênese de Hi
tipo b (25), observou-se mudanças no LOS entre uma linhagem de Hae-BPF antes e
depois  de  ser  recuperada  do  sangue  de  animais  infectados.  Analisou-se  a
mobilidade eletroforética em SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate -  Polyacrylamide
gel  electrophoresis)  e  a  capacidade  de  reagir  com  anticorpos  monoclonais
específicos  para  epítopos de  oligossacarídeos do  LOS de  Hi  tipo  b.  O LOS da
amostra sem passagem animal,  LOS1, migrou em gel  de SDS-PAGE como uma
única banda e reagiu com os anticorpos. Por sua vez, linhagens recuperadas do
sangue de animais apresentaram LOS (LOS2) que migrou como duas bandas com
massa molecular um pouco mais pesada e não reagiu com os anticorpos contra LOS
de Hi tipo b. Não obstante, em ensaios com o soro de animais infectados, bactérias
com LOS2 tiveram uma taxa de sobrevivência muito  maior  do que aquelas com
LOS1. Esses dados sugerem que o fenótipo LOS2 apresenta uma maior vantagem e
34
sobrevivência  no  sangue  de  animais  e  que,  em  conjunto  com  fatores  ainda
indeterminados, pode estar relacionado ao aumento da virulência (26).
Apesar  da  detecção  da  variação  da  parte  glicídica  do  LOS de  Hae-BPF,
nenhum estudo foi realizado até o momento sobre a possível variação do lipídio A e,
em geral, sobre a caracterização lipídica de linhagens de Hae. Sabe-se que fatores
ambientais regulam modificações no lipídio A de patógenos como  Yersinia pestis
(27), P. aeruginosa (28) e Salmonella typhimurium e, no caso desta última bactéria,
os genes envolvidos nesse processo são essenciais  à sua patogênese (29, 30).
Como  foram  observadas  semelhanças  do  LOS  de  Hae  entre  P.  aeruginosa e
Salmonella spp. (24), tornam-se importantes estudos sobre a porção lipídica dessa
estrutura.
Além  disso,  atualmente  há  diversos  indícios  de  que  lipídios  atuam  em
diversas etapas na interação hospedeiro-patógeno e que tal interação pode induzir
mudanças na composição de lipídios tanto do hospedeiro quanto do patógeno. Os
lipídios que compõem as membranas interna e externa de bactéria gram-negativas
não-capsuladas formam uma fina camada entre a bactéria  e o ambiente.  Assim,
alterações no perfil lipídico de patógenos podem estar relacionadas ao mimetismo
molecular, como um mecanismo de evasão do sistema imune do hospedeiro (31) ao
estágio metabólico do microorganismo (32) e, também, à virulência. Por exemplo, o
aumento da virulência foi correlacionada à alterações na composição de lipídios em
Mycobacterium tuberculosis (33).
A  lipidômica  de  patógenos  por  espectrometria  de  massas  é  uma  área
promissora e ainda pouco explorada (32). Em relação à composição de lipídios totais
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de Hae, não foi possível encontrar nenhum estudo na literatura, o que é um fato
intrigante  já  que  os  lipídios,  tanto  da  membrana  quanto  do  LOS,  podem  estar
envolvidos na capacidade de adaptação de Hae-BPF e na ocorrência de BPF.
2- Bactérias no tratamento tumoral
As primeiras observações de que bactérias serviriam como prováveis agentes
antitumorais foram descritas há cerca de 300 anos. Entretanto, os trabalhos mais
significativos datam de 1868 e 1882, quando os doutores W. Busch e F. Fehleisen
observaram que certos tipos de câncer inoperáveis regrediram quando os pacientes
eram infectados por Streptococcus pyogenes e desenvolviam erisipela. Além disso,
outro trabalho em 1890, realizado por William Coley demonstrou que uma mistura de
linhagens  mortas  pelo  aquecimento  de  Streptococcus pyogenes com  Serratia
marcescens foram  eficazes  no  tratamento  de  pacientes  com  câncer.  Esta
combinação de bactérias ficou conhecida como toxina de Coley e foi utilizada no
tratamento de sarcomas até 1963 (34).
Em 1935, Connell utilizando filtrados esterilizados de Clostridium histolyticum
observou que os tumores regrediam devido a enzimas proteolíticas produzidas por
esta bactéria (35). Linhagens de Clostridium foram testadas em modelos animais e
humanos,  mas,  sem  o  efeito  terapêutico  esperado.  Desta  maneira,  a  linha  de
pesquisa que utilizava bactérias no tratamento de tumores ficou estagnada até 1976,
quando Morales, Eidinger e Bruce demonstraram que o bacilo de Calmette-Guerin
(BCG) foi empregado, com sucesso, no tratamento de câncer superficial de bexiga
(Morales et al., 2002). Atualmente, está terapêutica é amplamente utilizada para o
tratamento de pacientes com este tipo de tumor (36).
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Além destas bactérias anteriormente descritas, outras linhagens bacterianas
como,  por  exemplo,  Bifidobacterium (longum,  adolescentis e  infantis),  Listeria
monocytogenes e outras linhagens atenuadas de  Clostridium (sporogenes, novyi,
butyricum, acetobutylicum, oncolyticum, beijerinckii) foram utilizadas com sucesso no
tratamento de tumores sólidos.
Também  em  2009,  foi  descoberto  como  forçar  células  bacterianas  a  se
dividirem a partir da sua extremidade, ao invés de seu centro, produzindo o que eles
chamaram de mini células ou EDVs (EnGenelC Delivery Vehicles). Estas minicélulas
bacterianas são baratas, fáceis de produzir e podem ser utilizadas como sistema de
entrega de medicamento mais específico para células tumorais. Estas minicélulas
são  como  bactérias  mas  não  possuem  cromossomos  e  não  possuem vida,  diz
MacDiarmid.  E por  elas possuírem uma membrana rígida,  elas não quebram ao
serem injetadas e  carregam seu volume para  os  sítios  alvo.  Estes  também são
capazes  de  atingirem  seletivamente  diferentes  tecidos  graças  à  anticorpos
incorporados em sua superfície. Um braço do anticorpo é específico para a EDV e é
conectado via uma molécula ligante a um segundo anticorpo, que é específico para
uma proteína do tecido alvo. Por exemplo, receptores Her2 em câncer de mama,
que também é atingido por Herceptina (37). 
A interação  entre  várias  linhagens  de  bactérias  induzindo  o  processo  de
apoptose em alguns tipos de células tumorais em cultura demonstrou uma eficiência
dos  patógenos  em  seu  uso  como  terapia  antitumoral  (38).  Mário  Izidoro  et  al
mostraram  a  hipótese  de  que  apenas  as  OMVs  de  algumas  linhagens  de
N.meningitidis são capazes de produzir grande quantidade de RNAm para o fator de
necrose  tumoral  (TNF-α)  em  células  NG97.  Trata-se  de  uma  molécula  pró-
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inflamatória,  envolvida  na  regulação  da  resposta  imune  e  na  indução  de  morte
celular via apoptose e inflamação (39).
Para a utilização de nanopartículas como fim terapêutico deste tipo de câncer
suspeita-se que quanto mais inócua a vesícula maior a possibilidade desta chegar
ao seu alvo, visto que, o sistema carreador ao atingir a corrente sanguínea poderia
ativar os mediadores da inflamação, atraindo células de combate imunológico para
as redondezas que,  por  fim,  poderiam desestruturar  tais  carreadores que devem
manter sua conformação inicial até atingirem as células tumorais, caso contrário sua
atuação pode se comprometer  assim como a biodisponibilidade do medicamento
nela presente. Mais estudos são necessários para comprovar tal possibilidade, tendo
em vista que há uma grande distância entre a análise de uma substância in vitro e e
in vivo. 
3- Vesículas de membrana externa
Bactérias  gram-negativas,  assim como todas  as  outras  células,  interagem
com o meio ambiente. Estas interações são frequentemente realizadas pelos efeitos
distais das moléculas secretadas. A secreção é um aspecto importante das bactérias
gram-negativas,  que  oferecem  vantagens  distintas  sobre  materiais  diretamente
associados à célula bacteriana. Através da secreção a bactéria consegue interagir
com o ambiente sem gastar energia para se mover. O material secretado é menor e
não viável, portanto pode influenciar um ambiente inacessível para a bactéria inteira
seja pelo seu tamanho ou restrições ao crescimento bacteriano presente naquele
local.  Os  materiais  secretados  são  tipicamente  solúveis,  no  entanto,  células
pertencentes a todos os domínios da vida possuem mecanismos específicos para
secretar material insolúvel (43).
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Para melhor entender as vesículas de membrana externa (OMVs), primeiro é
necessário estar familiarizado com a arquitetura original do envelope das bactérias
que as produzem. Este envelope é formado por duas membranas uma interna e
outra externa, uma camada de peptideoglicano, e o periplasma (44). As membranas
diferem na composição de lipídios e de proteínas. Na maioria das bactérias Gram-
negativas,  a  monocamada  externa  da  membrana  externa  (OM)  é  composta
principalmente de lipopolissacarídeo (LPS), ao passo que o folheto interno e ambos
os  folhetos  da  membrana  interna  é  composta  por  fosfolipídios.  O  espaço
periplasmático, entre as duas membranas é responsável de 7 a 40% do volume total
das células (45, 46, 47). Periplasma é um ambiente oxidante desprovido de qualquer
fonte de energia conhecida como ATP ou NADPH. Dentro do periplasma há uma fina
camada  de  peptideoglicano  rígida  ligada  a  ambas  as  membranas  por  proteínas
ancoradas  à  membrana  (43).  Segue  um  esquema  da  membrana  externa  de
bactérias  gram-negativas  (figura  1).  A  membrana  externa  de  bactérias  Gram-
negativas é constituída majoritariamente de lipopolissacárideo (LPS) e fosfolipídeo.
Cada unidade de LPS é constituída por até três partes, o lipídeo A, o Core e outra
nem  sempre  presente  chamada  antígeno-O.  O  lipídeo  A tem  um  maior  caráter
apolar, embora possua grupos fosfatos. Já o core é a região mais carregada do LPS
e  possui  não  apenas  açucares  fosforilados,  mas  também  carboxilados.  Desta
maneira, a superfície da membrana de LPS é negativa e a interação com os cátions
necessária  para  neutralizar  a  carga  da  membrana.  Por  isso,  estas  membranas
possuem alta  capacidade em adsorver  cátions e assim são candidatas  a serem
utilizadas  como  agente  biorremediadores,  na  captura  por  exemplo  de
radionuclídeos.
39
Figura1: esquema da membrana externa de uma bactéria gram - negativa. (Varela,
Izidoro et al.2012).
A superfície das bactérias gram-negativas é responsável por diversas funções
importantes, tais como aquisição de nutrientes, a adesão, secreção de sinalização, e
de proteção do meio ambiente (48, 49). A importância do envelope é sublinhada pelo
fato de que as rupturas em qualquer das suas camadas pode ser letal para a célula
bacteriana  (43).
Bactérias gram-negativas liberam membrana externa e periplasma através da
produção de OMVs, pequenas estruturas esféricas entre 20-250 nm de diâmetro.
OMVs são produzidas quando pequenas porções de OM evaginam e se soltam da
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célula bacteriana. As proteínas solúveis são associadas às OMVs no periplasma e
externamente  como material  aderente.  Tais  nanopartículas  podem se  disseminar
longe  do  ambiente  celular  e  transmitir  funções  biológicas  no  meio  e  em outras
células, inclusive desempenhando um papel na patogênese, no  Quorum sensing,
aquisição de nutrientes e até transferência horizontal de genes (50, 51, 52, 53, 54,
55). A produção de OMV é uma característica comum de todas as bactérias gram-
negativas e, por causa do custo da energia implícito na substituição dos lipídios e
proteínas perdidas acredita-se que a evolução por trás deste processo aconteceu
por algum motivo ainda não elucidado (43).
Como  complexos  secretados,  de  componentes  da  superfície  bacteriana,
insolúveis  e,  solúveis,  as  OMVs  estão  prontas  para  desempenhar  sua  função
biológica  de  interação  com  o  ambiente  onde  a  bactéria  esta  imersa.  Uma
característica importante das OMVs é que as proteínas associadas a elas exibem
atividades biológicas (48, 50, 53, 56). OMVs atuam como veículos de entrega de
substâncias mais concentradas e protegidas, como agregadores na formação de
biofilmes e como contribuintes para a sobrevivência das bactérias e virulência das
mesmas (57, 58, 59). 
Ainda, as OMVs são um sistema de entrega e de secreção de uma maneira
que possibilita a difusão de produtos bacterianos e interação com o meio ambiente
(43). Tal como outros sistemas de secreção, estas são mediada por OMVs e são
reguladas  temporalmente  e  espacialmente.  No  entanto,  a  secreção  de  OMV  é
distinta dos mais bem estudados sistemas de secreção de proteínas solúveis. Na
secreção mediada por OMVs, material solúvel é liberado num complexo com e /ou
rodeado por  material  insolúvel,  já  que este pode estar  preso no core lipídico da
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membrana,  ou  no  interior  hidrofílico  da  nanopartícula.  Por  outro  lado,  as  vias
secretoras  de  materiais  solúveis  exportam monômeros  específicos  ou  pequenos
complexos proteicos, e a secreção não é acompanhada pela liberação de outros
materiais  celulares  como  acontece  na  OMV,  que  se  desprende  com  porções
inclusive do periplasma bacteriano (43).
Uma  característica  única  de  secreção  por  meio  da  OMV  é  a  possibilidade  de
secreção  de  lipídios  bacterianos,  proteínas  de  membrana,  e  outros  compostos
insolúveis das células da bactéria. Em bactérias patogênicas, proteínas integrais da
membrana  externa  chamadas  de  adesinas  são  particularmente  importantes  na
colonização  dos  tecidos  do  hospedeiro  por  elas  mediarem  coagregação.  A
coaderência  e  a  coagregação  de  bactérias  necessitam a  presença  de  adesinas
multivalentes  funcionais.  Pelas  OMVs  apresentarem  complexos  multivalentes  de
adesinas de membrana elas podem, então, satisfazer este papel celular e auxiliam
no desenvolvimento de biofilme da placa dental (50, 60).
O primeiro passo para a obtenção de uma OMV é a projeção da membrana
externa da bactéria na direção do meio extracelular. Isto implica que tais projeções
sejam formadas  em áreas  onde  as  proteínas  que  ligam a  OM e  a  camada  de
peptideoglicano estão ausentes. Isto pode ocorrer se o peptideoglicano sofre ação
de  antibióticos  ou  autolisinas,  e  pode  resultar  na  liberação  de  OMVs  contendo
fragmentos de peptideoglicano e porções de proteínas de ligação entre estes e a
OM (56). 
Embora  este  modelo  represente  um  aumento  da  vesículação  que  ocorre
durante a ruptura do envelope, este não é o principal modelo. Vesiculação pode ser
aumentada mais de 100 vezes sem afetar a integridade da membrana (59), um feito
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difícil  de imaginar se a camada de peptideoglicano estiver fortemente degradada.
Outros  eventos  no  envelope  bacteriano  poderiam desencadear  o  brotamento  de
OMVs.  Por  exemplo,  ligações  entre  membrana  externa  e  peptideoglicanos  são
movidas ou marcadas para destruição culminando em maior vesiculação e produção
de vesículas (53).
Simplesmente relocando os links entre OM e a camada de peptideoglicanos
daria a vantagem de manter a integridade da membrana em geral, já que sempre
haverá um certo nível destes links presentes mesmo que a vesiculação esteja sendo
extremamente favorecida. No entanto,  a  simples remoção destas ligações não é
suficiente  para  o  mecanismo  de  formação  da  OMV,  já  que  este  não  leva  em
consideração  que  a  hiperexpressão  e  o  desdobramento  errôneo  de  proteínas
periplasmáticas podem causar borbulhas na membrana e que algumas proteínas
específicas  estão  em  maior  quantidade  enquanto  outras  estão  completamente
excluídas  em  OMVs.  Para  isso,  proteínas  agregam-se  na  superfície  interna  da
membrana externa, criando pressão nesta mas não resultando em brotamento até
que as ligações entre a OM e a camada de peptideoglicanos sejam ou relocadas ou
removidas da área (53).
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Figura 2: Esquema da biogênese de OMVs. Esquema da biogênese de OMVs. (a)
Produção de OMVs por vesiculação da OM pela ausência de proteínas que ligam a
OM com a camada de peptideoglicanos. (b) Acúmulo de proteínas periplasmáticas
na parte interna da OM e deslocamento das proteínas de ligação entre OM e PS. (c)
Vesiculação  por  acúmulo  de  moléculas  associadas  a  indução  de  curvatura  da
membrana externa e a remoção das ligações OM e PS. (Kulp & Kuehn, 2008).
Vesículas  de  membrana  externa  (OMV)  tem  sido  muito  utilizadas  no
desenvolvimento de vacinas imunogênicas, contra o respectivo organismo do qual
as vesículas foram obtidas. Vacinas são produzidas através de OMVs extraídas de
bactérias gram negativas por detergente (dOMV), ou induzidas a partir da liberação
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de  “blebs”,  ou  OMVs  nativas  da  bactéria.  Contudo  vários  grupos  de  pesquisa
desenvolveram  estruturas  como  proteossomos,  o  que  combina  proteínas  de
Neisseria  meningitidis  e  agrega  com  LPS  de  Shigella  flexineri,  ou  também,
proteolipossomos  de  pequenos  tamanhos,  liga  OMV  de N.  Meningitidis  com  o
gangliosídeo GM3 mais frequentemente associados com células tumorais. Portanto
vários estudos utilizam OMVs com o objetivo de distribuir suas cargas para células
competentes do sistema imune, desintegrando a OMV e utilizando suas estruturas
para produzir uma nova vesícula menos tóxica, porém imunogênica.  
As vesículas de membranas externa (OMVs) possuem várias funções, dentre
as mais importantes e a principal  que nos interessa é apresentar um importante
papel na competência natural desta bactéria no transporte de DNA exógeno para
dentro da célula bacteriana e entre as diferentes bactérias. [53, 56, 59]. Atualmente
como dito anteriormente, atuam como carreadores de material nuclear exógeno que
é a principal proposta deste estudo.
Porém  nenhum  grupo  utilizou  a  OMV  nativa  como  um  possível  agente
transfectante  em  células  normais  e  tumorais,  e  não  foram  realizados  testes
citotóxicos  relevantes.  As  OMVs  são  estruturas  supramoleculares  complexas,
contendo estimuladores imunes e moléculas antigênicas que podem ser distribuídas
para  células  competentes  do sistema imune,  para  desencadear  maturação,  bem
como ativação de sinais. Devido as suas estruturas e cargas de superfície, a OMV
pode ser  combinadas com outros tipos de formulações e serem utilizadas como
adjuvantes.
As vesículas de membranas externa (OMVs) possuem várias funções, dentre
as mais importantes e a principal  que nos interessa é apresentar um importante
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papel na competência natural desta bactéria no transporte de DNA exógeno para
dentro da célula bacteriana e entre as diferentes bactérias. (53, 56, 59).
4- Transfecção de Material Nuclear Exógeno
O  processo  de  introdução  de  material  genômico  extracelular  em  células
eucariotas é conhecido como transfecção.  Os métodos de transfecção podem ser
classificados como transfecção transitória ou estável e transfecção in vitro ou in vivo.
A transfecção  transitória  é  quando  o  DNA é  introduzido  no  núcleo,  mas  não  é
incorporado  no  cromossomo;  ou  permanente  quando  o  DNA é  incorporado  no
cromossomo  ou  mantido  como  epissoma.  Na  transfecção  in  vivo, o  DNA  é
introduzido  no  corpo  das  células  alvo  de  seres  vivos  superiores.  A tecnologia
repórter baseada em ensaios, juntamente com a disponibilidade de reagentes de
transfecção, fornece a base para estudar seqüências de promotores e potenciadores
em  mamíferos,  transacionando  proteínas  como  fatores  de  transcrição,
processamento  de  mRNA,  interações  protéicas,  eventos  de  tradução  e
recombinação.  A transfecção é um método que neutraliza ou evita a questão da
introdução de moléculas carregadas negativamente em células com uma membrana
carregada negativamente (37). 
Esta metodologia não utiliza apenas vetores virais para o carregamento de
ácidos  nucleicos,  ao  contrário,  ela  também se  baseia  na  utilização  de  métodos
químicos,  físicos  e  lipossomos para  a  entrada  do  material  exógeno extracelular.
Além disso, esta tecnologia é a ferramentas mais utilizada para estudar a expressão
de determinados tipos de genes não encontrados na célula mamífera de origem
(61).
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Na transfecção celular ocorre basicamente a neutralização e/ou eliminação da
carga negativa das moléculas de DNA e RNA utilizando, para isso, substâncias com
carga positiva. Desta maneira,  como as moléculas de DNA e/ou RNA ficam com
carga residual positiva, elas se aderem à membrana plasmática celular, de carga
negativa, adentrando na célula a ser transfectada. Para tanto se utilizaram várias
metodologias  ao  longo  dos  últimos  anos  com  esta  finalidade,  dentre  estas  se
destacam:
Transfecção por reagentes químicos
A primeira dificuldade de introdução do DNA para dentro da célula é a sua
passagem  pela  membrana  citoplasmática,  já  que  ambos  são  carregados
negativamente, repelindo-se. Deste modo, os métodos químicos inicialmente foram
desenvolvidos baseando-se no uso de carreadores de carga positiva que interagem
com o DNA, neutralizando a sua carga e formando um complexo que possibilita a
sua passagem pela membrana.
Coprecipitação do DNA com fosfato de cálcio
Outro composto químico usado na transfecção celular é o Fosfato de Cálcio.
Após a análise sistemática deste método no início de 1970, essa metodologia de
coprecipitação se tornou bastante utilizada porque os componentes são facilmente
disponíveis, baratos, o protocolo é de fácil manuseio e eficaz com diferentes tipos de
células (62, 63 ,64, 65, 66). O protocolo envolve a mistura do DNA com cloreto de
cálcio  (67).  Após  essa  mistura  é  adicionado,  de  forma controlada,  uma solução
salina/fosfatada,  a  temperatura  ambiente,  o  que  promoverá  a  formação  de  um
precipitado. Esse precipitado, disperso na célula em cultura é capturado por estas,
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através dos processos de endocitose e fagocitose (68). Além disso, este composto
protege o DNA exógeno de nucleases intracelulares e séricas. A coprecipitação com
Fosfato de Cálcio é propensa à variabilidade e não é adequada para a transferência
de genes in vivo, além do que, pequenas alterações de pH (± 0.1) comprometem a
taxa de transfecção (69). 
A transfecção realizada pela coprecipitação do DNA com fosfato de cálcio (67)
foi  inicialmente  utilizada  para  auxiliar  na  introdução  de  vetores  virais  (DNA de
adenovírus e SV40) em células aderentes. Após algumas adaptações verificou-se
sua  eficiência  na  transfecção  de  plasmídeos  recombinantes  para  o  interior  de
diferentes tipos de células eucarióticas. O tratamento de células com cloroquina (70)
e/ou com glicerol (71) durante a transfecção demonstrou aumentar a quantidade de
proteína expressada. Embora esta técnica seja de fácil  realização, ela apresenta
uma baixa reprodutibilidade e necessita de uma alta quantidade de DNA para se
obter um bom rendimento de transfecção (72). Através da  utilização de  plasmídeos
marcados  radioativamente,  verificaram  que  menos  de  10%  dos  plasmídeos
transfectados por fosfato de cálcio se encontravam intactos no núcleo e acima de
50%  dos  plasmídeos  se  encontravam  degradados  no  citosol.  A  baixa
reprodutibilidade é causada principalmente pela variação no tamanho e na forma do
complexo de transfecção.
Dietilaminoetil-dextran (DEAE-dextran)
O dietilaminoetil-dextran  (DEAE-dextran)  foi  originalmente  usado como um
facilitador  para  introduzir  RNA  de  poliovírus  dentro  de  células  (73).  Este
procedimento,  com  pequenas  modificações,  continua  sendo  usado  para  a
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transfecção de genomas virais  e  plasmídeos.  Embora  o  mecanismo de ação de
DEAE- dextran não seja conhecido, acredita-se que o polímero poderia ligar-se ao
DNA e inibir a ação de nucleases e/ ou ligar-se às células e promover endocitose do
DNA (74).  Foram  as  primeiras  técnicas  a  serem  realizadas  e  utilizaram  DEAE-
dextran  como  polímero  catiônico.  Como  este  polímero  associa-se  bem  com  o
material nuclear exógeno, as células de mamíferos englobam o material DNA (73,
75). Esta metodologia é extremamente eficaz para expressões gênicas transitórias,
com expressões em curto prazo, com poucos dias de duração. No entanto, esta
técnica torna-se pouco eficaz, quando o DNA transferido tem que se integralizar ao
cromossomo hospedeiro (76). Existem outros tipos de polímeros catiônicos, também
testados  em  transfecção  celular  e  apresentaram  bons  resultados,  entre  eles
destacam-se a polibrina, polietilenoimina e os dendrímeros.
A transfecção mediada por DEAE-dextran difere de fosfato de cálcio em três
importantes aspectos (74):
- é usada somente para a expressão transitória e não para a transformação estável
de células;
- apresenta melhor eficiência de transfecção com as células de linhagem BSC-1, CV-
1 e COS, mas é insatisfatória com muitos outros tipos de células, provavelmente
porque o polímero é tóxico;
- menores quantias de DNA são usadas para a transfecção com DEAE-dextran do
que com coprecipitação com fosfato de cálcio.
Lipossomos
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Bicamadas lipídicas que formam partículas coloidais em ambientes aquosos
são chamadas  de lipossomos (101).  Em meados de  1980,  lipossomos artificiais
foram utilizados  para  entregar  DNA para  dentro  da  célula  (102).  Seguindo  essa
descoberta,  Felgner  e  colaboradores  desenvolveram lipídios  catiônicos  sintéticos
(103). A cabeça catiônica do composto lipídico associa-se com a carga negativa do
grupamento fosfato do ácido nucléico. Desta forma, lipossomos foram capazes de
mediar à entrega de DNA, RNA e proteína com alta eficiência em células refratárias
ao tratamento com fosfato de cálcio ou DEAE-dextran, nos experimentos in vitro e in
vivo.  Estudos  de  expressão  transitória  e  experimentos  de  longo  prazo,  em  que
ocorra a integração do DNA exógeno no cromossomo da célula hospedeira utilizam
esta  técnica  lipossomal.  Ao  contrário  da  metodologia  química,  os  lipossomos
medeiam à entrega de ácidos nucléicos nos modelos  in vivo  tanto para animais,
como para seres humanos (65, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,110, 111).
Mecanismo de transfecção por lipossomos
Os  lipossomos  foram  descritos  originalmente  por  Bangham  &  Horne  (77)
depois de verificarem através de microscopia eletrônica que fosfolipídios em solução
formavam  vesículas  compostas  de  bicamadas  concêntricas  intercaladas  por
compartimentos de água. A característica típica dos lipídios que formam a bicamada
é sua natureza anfifílica: uma extremidade polar que está covalentemente ligada a
uma ou duas caudas de hidrocarbonetos hidrofóbicos. Quando estes lipídios são
expostos a um meio aquoso, interações entre eles próprios (interações hidrofílicas
entre  as  extremidades  polares  e  força  de  Van  der  Waals  entre  as  cadeias  de
hidrocarbonos) e com a água (efeito hidrofóbico) levaram a formação das bicamadas
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fechadas. Os lipossomos foram então estudados como modelos de membranas (78,
79, 80) e como veículos para o transporte de moléculas, tais como albumina (81),
anticorpos (82), insulina (83), entre outras.
Baseado  na  habilidade  de  transportar  macromoléculas,  (84,  85)
demonstraram que os lipossomos poderiam complexar com um RNA mensageiro
funcional e transportá-lo para dentro de células eucarióticas in vitro,  ocorrendo a
síntese da proteína esperada. Diferentes composições de lipossomos passaram a
ser estudadas quanto a sua eficiência de transfecção de RNA e DNA. Os lipossomos
foram formados por lipídios aniônicos, neutros, catiônicos ou combinações destes.
 Lipossomos formados por lipídios aniônicos
Lipossomos de carga negativa demonstram ótima fusão com as células (86).
Assim, Fraley et al. (87) utilizaram uma mistura de fosfatidilglicerol e fosfatidilcolina
que são lipídios presentes na gema de ovo, para preparar lipossomos carregados
negativamente. Estes lipossomos foram combinados com o plasmídeo pBR322 que
carrega os genes de resistência à tetraciclina e ampicilina. Depois de submetido a
um tratamento com DNAseI, o complexo lipossomo-DNA foi transferido para colônias
da cepa SF8 de  Escherichia  coli.  A transfecção  foi  eficiente,  demonstrando  que
lipossomos  poderiam  ser  usados  para  transfectar  células  procarióticas  e  que
protegeram o DNA da ação de nucleases.
Lipossomos formados por lipídios catiônicos
Felgner et al. (88) desenharam e sintetizaram o lipídio catiônico cloreto de N-
[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamônio  (DOTMA),  o  qual,  sozinho  ou  em
combinação  com  fosfolipídios  neutros,  forma  espontaneamente  lipossomos
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multilamelares  que  ao  serem  sonicados,  se  tornam  pequenas  vesículas
unilamelares. O DNA interage espontaneamente com DOTMA devido às interações
iônicas entre o grupo de carga positiva da molécula de DOTMA e o grupo fosfato de
carga negativa do DNA. A técnica apresentou-se simples, altamente reprodutível e
efetiva  para  ambas  expressões  transitória  e  estável  do  DNA  transfectado.
Dependendo do tipo de célula, a lipofecção é de cinco até cem vezes mais efetiva do
que  as  técnicas  de  transfecção  por  fosfato  de  cálcio  ou  com  DEAE-dextran.  A
eficiência  do  transporte  do  DNA para  dentro  do  citoplasma  é  dependente  da
proporção de carga positiva e negativa entre lipídio e DNA, pela composição do
meio e, principalmente, pela composição do lipídio catiônico (97). Muitos lipídios têm
sido estudados quanto a sua capacidade de transferência gênica. Eles variam de
monocatiônicos, tais como cloreto de N-[1,2,3-dioleiloxi) propil]-N,N,N- trimetilamônio
(DOTMA)  (89),  trimetilamônio  propano  (DOTAP)  (90),  brometo  de
dimetildioctadecilamônio  (DDAB)  (91),  1,2-dioleolil-3-  3a-[N-(N’,N’-
dimetilaminoetano)-carbamoil]colesterol  (DC-Chol)  (92)  e  N-[l(2,3-  dimiristiloxi)
propil]-N,N-dimetil-N-(2-hidroxietil)  (DMRIE)   (93),   a  policatiônicos,  como  1,3-
dioleolil-N-glicerol (DOGS)  (94), lipopoli (L-lisina) (LPLL) (95) e N-[l(2,3-dimiristiloxi)
propilAmei  acetil  (DOSPA)  (96).  Embora  estes  lipídios  tenham  apresentado
capacidade de transfectar DNA, não são todos os lipídios catiônicos que apresentam
esta  habilidade.  Alguns apresentam atividade de inibição da  proteína  quinase C
(PKC) o que os impossibilitam de transportarem eficientemente DNA (92).
Com exceção do lipossomo formado com DOGS, todas as outras formulações têm
em comum um componente fosfolipídico neutro em adição ao lipídio catiônico. Felgner et al.
(98) demonstraram que a presença do lipídio neutro dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE) na
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proporção molar de 1:1 com diferentes lipídios catiônicos foi cinco vezes mais ativa que
formulações sem o lipídio neutro (97), e obtiveram um complexo lipídio-DNA estável por 90
dias mantendo-o congelado ou em suspensão a 4°C. A centrifugação deste complexo
produziu um sedimento que continha aproximadamente 90% de DNA e 10% de lipídio. A
transfecção de células com o sedimento ressuspendido e o sobrenadante mostrou que a
maioria  da  atividade  da  transfecção  estava no sedimento  e  somente  o  sobrenadante
apresentou-se tóxico. Assim obtiveram um complexo estável, capaz de ser estocado por um
longo período, podendo ser concentrado sem perda na eficiência de transfecção e com
toxicidade reduzida.
Verificando que a partir da ligação entre o lipossomo e o DNA também se
obtinha  a  formação  de  agregados  de  estruturas  heterogêneas,  de  diferentes
tamanhos e que resultavam em mudanças nas características físicas do complexo.
Bally  et  al.  (99)  procuraram  desenvolver  um  sistema  em  que  a  partir  destes
agregados, se obtivessem pequenas partículas homogêneas, bem definidas e com
boas  características  carreadoras  para  transferência  gênica.  Para  obter  estas
partículas,  os  agregados  lipossomo/DNA foram  submetidos  a  um  processo  de
extração, utilizando solvente orgânico e água. Na interface destas duas fases e na
fração  orgânica  se  obteve  um  complexo  lipídio-DNA hidrofóbico,  onde  o  DNA
apresentava-se ligado à extremidade catiônica do lipídio e a cadeia não polar na
extremidade  externa,  dando  as  características  hidrofóbicas.  Os  autores  não
demonstraram a eficiência de transfecção deste complexo formado.
You  et  al.  (100)  verificaram  um  aumento  de  20  vezes  na  eficiência  de
transfecção e nível de expressão ao adicionar protamina na solução com o DNA
plasmideal  antes  da  formação  do  complexo  lipossomo-DNA.  O  lipídio  catiônico
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utilizado foi o DDAB. As protaminas protegem o DNA da degradação por DNAse e
promovem o carregamento do DNA para o núcleo.
O lipídio mais comum utilizado para terapia gênica possui carga positiva em
pH fisiológico. Frequentemente o lipídio catiônico é misturado ao lipídio neutro como
L-dioleoil fosfatiletanolamina (DOPE) o que aumenta a habilidade de transferência
gênica (112, 113). A porção catiônica da molécula lipídica associa-se com a carga
negativa do ácido nucléico, resultando num complexo compacto de DNA/lipossomo.
Isso  acontece  provavelmente  devido  a  interações  eletrostáticas  entre  a  carga
negativa do ácido nucleico e a porção positiva da cabeça do lipídio sintético (114,
115).  Nas  culturas  de  células,  a  carga  positiva  do  complexo  lipossomo/ácido
nucleico, se liga a membrana plasmática de carga negativa gerando altas taxas de
transfecção. A entrada do complexo ocorre por endocitose ou fusão da membrana
plasmática via lipídios dos lipossomas (116).  Seguindo a internalização celular,  o
complexo  aparece  em  endossomos  e  mais  tarde  no  núcleo.   Até  o  presente
momento  ainda  não  foi  esclarecido  como  o  ácido  nucleico  liberta-se  dos
endossomos e lisossomos e atravessam a membrana nuclear e atuam no núcleo
(117).  Mas até o presente momento é uma metodologia proeminente e bastante
empregada nos ensaios de transfecção. 
Em 1991, Gao & Huang (118) prepararam lipossomos catiônicos à base de
derivados de colesterol sendo compostos por três partes distintas: uma estrutura de
colesterol (que substitui a cadeia de hidrocarbonetos dos lipídios catiônicos), uma
extremidade com um grupo amino e uma região de ligação entre as duas estruturas
anteriores.  Este  derivado  era  composto  pelo  DC-Chol  e  apresentou  uma  boa
eficiência  de  transfecção e  baixa  toxicidade.  Okayama et  al.  (119)  testaram oito
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diferentes derivados de colesterol catiônicos e verificaram que o lipossomo formado
pelo  colesterol-3β-carboxiamidoetileno-N-hidroxietilamina  foi  dez  vezes  mais
eficiente que Lipofectin (Gibco BRL) e três vezes mais eficiente que DC-Chol ao
transfectar  células  NIH3T3  com  o  plasmídeo  pGL3  que  expressa  a  enzima
luciferase. Ghosh et al. (120) trocaram a estrutura formada por éster na região de
ligação  do  DC-Chol  por  uma  estrutura  formada  por  éter.  O  novo  reagente
apresentou-se estável em suspensão aquosa e também ocorreu um aumento de
eficiência  de  transfecção,  especialmente  na  presença  de  soro.  Devido  as  suas
características de alta eficiência de transfecção e baixa toxicidade, os derivados de
colesterol catiônico se tornaram muito úteis em experimentos que usam lipossomos
catiônicos, sejam para avaliar os fatores que influenciam na transfecção bem como
compreender os seus mecanismos de transporte de DNA (121).
Felgner e Ringold (122) descreveram um provável mecanismo de ação para
os reagentes  com lipossomos.  Eles  hipotetizaram que o  complexo DNA/DOTMA
consiste de quatro lipossomos em associação com o DNA. Os lipossomos com o
diâmetro de 250 nm contêm aproximadamente 2500 moléculas lipídicas. Metade das
moléculas são carregadas positivamente (a outra metade é formada por DOPE que
é um lipídio neutro). Um plasmídeo de 2500 pares de bases apresenta 5000 cargas
negativas,  assim,  aproximadamente  quatro  lipossomos  seriam  necessários  para
neutralizar a carga negativa do plasmídeo.  Os lipossomos carregando o DNA se
fusionariam com a membrana celular liberando o DNA para o citoplasma.
No entanto,  na  prática,  a  quantidade ótima de DOTMA para  neutralizar  o
plasmídeo  é  praticamente  a  metade  do  total.  Por  isto,  este  modelo  falha  ao
considerar  a possibilidade da carga lipídica estar  distribuída igualmente entre  as
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bicamadas  interna  e  externa  e  também  em  não  considerar  as  implicações  das
diferenças estruturais entre DNA linear e DNA circular super-enrolado. Neste estado
compactado, as dimensões totais do DNA são bem menores, restringindo o número
de cargas que o lipídio deveria neutralizar (123).
Utilizando  técnicas  de  microscopia  eletrônica,  Lappalainen  et  al.  (124)
acompanharam o transporte de oligonucleotídeos complexados com lipossomos de
diferentes  cargas  (monocatiônicos  e  policatiônicos)  dentro  da  célula.  O  estudo
mostrou que ambos complexos foram rapidamente internalizados por endocitose, os
oligonucleotídeos foram liberados no citosol e transportados para a área perinuclear.
Nakanishi & Noguchi (121) realizaram uma série de estudos para identificar fatores
que influenciam a endocitose e para comprovar que os lipossomos não se fusionam
com a membrana celular e sim com a membrana endocítica após atingir  um pH
favorável.  Eles  verificaram  que  na  presença  de  wortmannin,  um  inibidor  de
endocitose,  a  transfecção  do  plasmídeo  pGL3  por  lipossomos  foi  drasticamente
inibida. Utilizando Microscopia de Força Atômica (MFA) verificaram que complexos
lipossomo-DNA de 0,4  a  1,4  μm foram os mais  efetivos  para  a  transfecção por
endocitose. Para determinar como o DNA é liberado do complexo no endossoma foi
usada microscopia de varredura por laser confocal que permite diferenciar DNA do
lipossomo por estarem marcados por diferentes substâncias fluorescentes. Quando
adicionaram  nigericina,  uma  substância  que  dissipa  o  gradiente  de  pH  do
citoplasma, não ocorreu à separação do complexo DNA-lipossomo, demonstrando a
necessidade de um pH ideal para que ocorra a fusão entre o lipossomo e a vesícula
endocítica e assim permita a liberação do DNA no citosol.
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Este mecanismo proposto de endocitose do complexo lipossomo-DNA e fusão do
lipossomo com a membrana endocítica elucida também a função do DOPE em aumentar a
eficiência de transfecção. Os lipossomos compostos por DOPE apresentam a característica
de  sensibilidade  ao  pH  ácido  (125).  Quando  o  lipossomo-DNA é  internalizado  num
endossoma, este apresenta um gradiente de pH interno que vai acidificando de acordo com
sua maturação. Ao atingir um pH interno de 6,0, o lipossomo se desestabiliza e se fusiona
com a membrana endocítica liberando o DNA plasmideal no citosol. Caso o lipossomo não
fosse sensível a este pH, ele permaneceria protegendo o DNA e ambos chegariam ao último
compartimento endocítico que é o lisossoma. O lisossoma é o principal compartimento lítico e
nesse meio, tanto os lipossomos como o DNA plasmideal seriam degradados, podendo
chegar somente uma pequena quantidade de DNA no núcleo (126).
Moléculas anfifílicas faciais
Walker et al. (127) testaram a utilização de moléculas anfifílicas faciais, as
quais se caracterizam por  apresentar uma superfície  polar  e uma superfície não
polar.  Elas  se  diferenciam  dos  lipídios  catiônicos  por  apresentarem  as  regiões
hidrofóbicas e hidrofílicas localizadas ao longo do eixo longitudinal das moléculas.
Sintetizando  uma  série  de  componentes  contendo  uma  face  de  ácido  biliar
(hidrofóbica)  e  outra  de  cadeia  de  poliamina  (hidrofílica),  verificou-se  que  estas
moléculas ligaram-se ao DNA e apresentaram um aumento na transfecção celular de
ambos  DNA  plasmideal  e  oligonucleotídeos.  Foi  igualmente  demonstrado  que
promoveram a  expressão  do  gene  plasmideal  em vários  tecidos  depois  da  sua
introdução em animais.
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Métodos Físicos de Transfecção 
Eletroporação
A técnica de eletroporação foi  determinada por  Neumann et  al.  (128)  que
estabeleceram  um  método  de  introduzir  DNA  através  de  poros  formados  na
membrana celular pela aplicação de pulsos elétricos de alta voltagem. Este método
permite a entrada de macromoléculas de DNA e também pode ser realizado em um
grande número de diferentes tipos celulares. Ele pode ser usado para a expressão
transitória de genes clonados e para o estabelecimento de linhagens de células que
carregam cópias  integradas do gene de interesse.  Porém,  a eletroporação pode
resultar numa alta mortalidade de células e, além disso, as condições de voltagem,
capacitância e comprimento de pulso são dependentes do tipo e do tamanho da
célula (128), sendo necessário adaptar as condições para otimizar a sua eficiência.
O primeiro artigo de transferência gênica em células de camundongos, os autores
utilizaram  a  eletroporação  como  agente  transfectante  (129).  Basicamente,  o
mecanismo utiliza um pulso elétrico para despolarizar a membrana celular e formar
poros transitórios que permitem a passagem do ácido nucleico para dentro da célula
(130).
Microinjeção
Cappechi (131) desenvolveu a técnica da microinjeção do DNA diretamente
no  núcleo  celular  o  que  permite  uma  integração  ocasional  do  DNA  com  o
cromossomo, resultando em genes recombinantes. O número de células que podem
ser  transfectadas  é  limitado,  porém  o  DNA não  é  exposto  aos  elementos  do
citoplasma, evitando a ação de endonucleases. Atualmente, esta técnica é usada
principalmente para introduzir genes dentro de embriões para produção de animais
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transgênicos (132). Na década de 1980 desenvolveram-se os métodos físicos de
transfecção  para  a  transferência  gênica  em  células  eucarióticas  (131).  A
microinjeção direta de DNA exógeno no núcleo da célula em culturas é uma forma
eficaz, embora a técnica seja laboriosa, ela é muito utilizada para a transferência de
DNA em células-tronco embrionárias que produzirão organismos transgênicos (133).
Além disso, essa metodologia, também serviu para introduzir RNA antisense em C.
Elegans  (134).  No entanto,  o  aparelho é caro e a técnica é ineficaz  quando se
precisa de grande número de células transfectadas.
Outra metodologia física de entrega de gene é a biobalística. Este método
baseia-se na entrega de microprojéteis de alta velocidade contendo ácidos nucleicos
na  célula  destinatária  e  in  vivo (135). Apesar  de  ser  extremamente  cara,  esta
tecnologia é utilizada em alguns casos de vacinação gênica e aplicações agrícolas. 
Métodos Virais
A transfecção utilizando vetores virais apresenta-se como uma eficiente forma
de atravessar as barreiras existentes para chegar ao interior da célula alvo (136).
Isto  ocorre  porque  o  vírus  utiliza  o  seu  mecanismo  natural  de  adsorção,
reconhecimento  do  receptor  celular  para  penetrar  na  célula,  facilitando  a
internalização do DNA. O sistema viral é atrativo porque é possível substituir genes
envolvidos na replicação viral ou na virulência por um ou mais genes potencialmente
terapêuticos,  tornando-se  um  eficiente  vetor  que  não  se  replica  ou  não  produz
doenças no hospedeiro (137). O  uso de vetores virais foi explorado como método
alternativo  para  a  entrega  de  genes  exógenos  em  células,  modelos  animais  e
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humanos.  Três  diferentes  classes  de  vetores  virais  têm  sido  usadas  em  testes
clínicos: retrovírus, adenovírus e vírus associado a adeno-recombinante :
 Retrovírus 
Os  retrovírus  são  vetores  que  se  caracterizam  pela  expressão  estável  e
contínua devido à integração do genoma viral no cromossomo da célula hospedeira
(136). O vírus da Leucemia de Moloney (MLV) tem sido o mais usado nos testes
clínicos.  Estes  vetores  apresentam  os  genes  virais  relacionados  à  patogenia  e
replicação removidos, porém são mantidas seqüências regulatórias para realizarem
empacotamento, transcrição reversa e integração do DNA no genoma das células
alvo (138).
As restrições para este sistema são:
- o MLV só transfecta células em divisão, pois ele somente integra o seu DNA ao
cromossomo quando a  membrana nuclear  está  desintegrada,  evento  que ocorre
quando a célula está realizando mitose;
- a inserção do DNA próviral é inespecífica no genoma do hospedeiro, o que pode
levar  à  ativação  de  oncogenes  ou  mesmo  a  inativação  de  genes  celulares  por
inserção aleatória no interior de regiões codificantes ou regulatórias;
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-  a possibilidade da formação de um retrovírus competente de replicação (RCR)
devido  a  sua  propensão  para  a  recombinação.  Deve-se  considerar  que  muitas
células contem retrovírus endógenos que podem recombinar informações genéticas
e  assim  resultar  na  mobilização  dos  vetores  terapêuticos  que  causem  viremia
crônica e subseqüente formação de tumores malignos (139).  Naldine et al. (140)
construíram um vetor formado por uma quimera entre o HIV e MLV que apresentou a
capacidade  de  transduzir  em  células  quiescentes  in  vivo.  O  vetor  lentiviral
apresentou-se eficiente na transferência e integração do DNA no cérebro de ratos
adultos e manteve a expressão gênica por um longo período sem manifestar alguma
patologia. Embora tenha se mostrado um bom vetor, os autores sugerem que, para
testes clínicos em humanos, seria mais prudente desenvolver vetores derivados de
lentivírus  não humano,  tais  como vírus da imunodeficiência dos símios,  vírus da
imunodeficiência bovina ou vírus da anemia infecciosa eqüina.
Adenovírus
Em geral,  adenovírus humanos são responsáveis por doenças brandas no
trato respiratório superior. O vírus apresenta uma dupla fita de DNA de 36 kilobases
contendo  genes  que  expressam  mais  de  50  produtos  através  de  seu  ciclo  de
replicação.  Com  a  eliminação  da  região  E1  do  vetor,  duas  importantes
características são adquiridas:  obtém-se um espaço para a integração de genes
terapêuticos e, na ausência da proteína E1a transativante, o vírus não pode replicar.
Assim, depois da transfecção gênica, não ocorrerá disseminação viral. Esta primeira
geração de vetores adenovirais demonstrou ser muito eficiente para transferir genes
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na  maioria  dos  tecidos  depois  da  administração  in  vivo.  Em  contraste  com  os
retrovírus, estes vetores podem ser concentrados em altos títulos, podem transduzir
em  células  que  não  se  dividem  e  não  se  integram  no  DNA cromossomal  do
hospedeiro (141). Vetores adenovirais são amplamente utilizados na transferência
gênica  devido  à  rápida  infectividade  de  ampla  variedade  de  células  humanas
alcançando  altos  índices  de  transferência  gênica  em  comparação  com  outros
vetores. Também acomodam grandes segmentos de DNA (aproximadamente até 7,5
kb)  a  serem transduzidos  e  são  de  fácil  manipulação  quando  técnicas  de  DNA
recombinante  são  utilizadas  (142).  Como  acontece  com  todos  os  métodos  de
transferência  gênica,  essa  metodologia  também  possui  os  seus  problemas.  O
principal  problema  é  a  reversão  da  forma  inativada  para  a  forma  ativa  o  que
desencadeará danos ao hospedeiro ou célula onde esta metodologia foi  utilizada
(142, 143). Os adenovírus tiveram seu uso limitado devido:
- à descoberta de que a produção de baixos níveis das proteínas do vetor provoca
uma forte resposta imunológica, tanto celular como humoral, que elimina as células
transduzidas e inibe a administração repetida do vetor (144);
- e, principalmente, pela morte de um paciente após a administração de um vetor
adenoviral  na  artéria  hepática  para  o  tratamento  de  deficiência  de  ornitina
transcarbamilase (145).
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Vírus associado a adeno recombinante
Estes vetores contêm um pequeno genoma formado por uma fita simples de
DNA.  São  compostos  por  dois  genes  (cap  e  rep),  porém necessitam de  genes
adicionais  para  replicar,  sendo  normalmente  utilizados  os  do  adenovírus  ou  do
herpes simplex vírus (144). Estes vírus não parecem causar doença em humanos,
podem infecta uma variedade de tipo de células e o DNA viral pode integrar-se ao
cromossomo  de  humanos  (146).  Ocorreu  transdução  em  cérebro,  músculo
esquelético e fígado pela injeção direta no tecido quiescente. Estes vetores têm as
desvantagens de somente conseguir empacotar DNA de pequenos tamanhos (3,5-
4,0 kilobases de DNA) e o preparo do vetor é muito laborioso devido à natureza
tóxica de produtos do gene rep e a necessidade de separá-lo de contaminantes,
como adenovírus auxiliar (144).
Vetores virais não testados clinicamente em humanos
Há estudos da elaboração de vetores baseados em Epstein-Barr virus, simian
virus  40 (SV40),  papiloma e  vírus  da hepatite,  porém ainda não foram testados
clinicamente (147). Além destes, o herpes simplex vírus (HSV) tem se destacado
como  um  vetor  atrativo  para  terapia  gênica,  principalmente  nas  doenças
relacionadas ao sistema nervoso. Burton et (148) destacam os seguintes aspectos
biológicos do HSV que são muito úteis para um vetor:
-  vírus altamente infeccioso;
-  transduzem  e  expressam  transgenes  eficientemente  em  células  que  não  se
dividem;
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- apresentam ampla capacidade de inserção de genes exógenos (aproximadamente
a metade dos 84 genes virais não é essencial para o crescimento em cultura de
tecidos e podem ser substituídos por conjuntos de genes terapêuticos);
- o herpes simplex vírus tipo 1 (HSV-1) recombinante com replicação defectiva pode
ser  preparado  em  altos  títulos  e  purificado  sem  risco  de  contaminação  com
recombinantes do tipo selvagem;
- apresentam um comportamento latente que é explorado para a expressão estável
e por longo tempo de transgenes terapêuticos em neurônios;
Existem  registros  demonstrando  correção  ou  prevenção  de  importantes
distúrbios  neurológicos  incluindo  neurodegeneração  (149),  dor  crônica  (150),
neuropatia  periférica  (151)  e  glioma  maligno  (152).  Embora  os  resultados
apresentados com vetores derivados do HSV-1 sejam promissores, ainda se buscam
maiores garantias de segurança para iniciar os testes clínicos em humanos. Isto
porque  se  registrou  problemas  de  toxicidade  como  morte  celular  e  resposta
inflamatória após injeção intra-parenquimal com um vetor mutante do HSV-1 (153).
A fim de debelar todos os problemas apresentados pelas metodologias antes
descritas,  diversos  pesquisadores  utilizaram  a  nanotecnologia  como  agente
transfectante em estudos in vitro.
Entende-se por nanotecnologia a ciência que manipula átomos, moléculas e
estruturas supramoleculares para criar e utilizar materiais, dispositivos e sistemas
em escala nanométrica. Dessa maneira, dada a pequenez de suas partículas, esses
nanomateriais  são  facilmente  endocitados  pelas  células.  Assim,  a  utilização  da
nanotecnologia em sistemas biológicos recebeu o nome de nanobiotecnologia. Com
64
o  advento  da  nanobiotecnologia,  a  medicina  ganhou  uma  grande  aliada  para  a
terapêutica  clínica,  uma  vez  que,  as  nanopartículas  seriam  empregadas  no
diagnóstico  e  tratamentos  de  diversos  tipos  de  doenças.  Assim,  a  utilização  da
biotecnologia na medicina, ficou conhecida como nanomedicina. Além disso, vários
nanomateriais, nanodispositivos e nanocarregadores são utilizados para investigar,
tratar e diagnosticar pacientes com câncer. Entre os diversos tipos de nanomateriais
estudados destacamos as membranas de vesícula externa (OMV) de Haemophilus
Influenza 254, que pode ser aplicado como um co-adjuvante. A potência da OMV
como um transportador de material gênico exógeno nunca foi antes demonstrada na
literatura, tornando este trabalho inédito e inovador.
Transferência gênica
A transferência gênica apresenta importantes aplicações tanto in vitro como in vivo.
Transfecção in vitro
A transfecção in vitro facilita o estudo e o controle da expressão de genes. Os
experimentos de transfecção são inicialmente realizados in vitro para que se avaliem
os fatores envolvidos, a eficiência de transfecção e a toxicidade. Sambrook et al (74)
citam  diferentes  aplicações  para  a  expressão  de  proteínas  a  partir  de  genes
eucarióticos clonados: 
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- para confirmar a identidade de um gene clonado pelo uso em ensaios imunológicos
ou funcionais, detectando a proteína codificada;
- para expressar genes que codificam para proteínas que requerem modificações
após a tradução, tal como glicosilação ou processamento proteolítico;
-  para  produzir  grande  quantidade  de  proteínas  de  interesse  biológico  que  são
normalmente inviáveis e em quantidades limitadas nas condições naturais;
- para estudar a biossíntese e o transporte intracelular de proteínas após expressão
em vários tipos de células;
- para elucidar as relações entre estrutura – função por análise das propriedades de
proteínas normais e mutantes;
-  para  identificar  elementos  da  seqüência  de  DNA envolvidos  no  controle  da
expressão gênica.
Transfecção in vivo
A possibilidade de transfectar genes em células in vivo permite que proteínas
de interesse sejam expressas no organismo. Baseado neste princípio, estão sendo
desenvolvidas tecnologias para a utilização de oligonucleotídeos, vacinas de DNA e
para terapias gênicas.
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Transporte de oligonucleotídeos
Zamecnik  &  Stephenson  (154)  adicionaram  uma  seqüência  de  13
nucleotídeos complementar às seqüências pré-terminais  3’ e 5’ do RNA do vírus
sarcoma de Rous, em uma cultura de células de fibroblasto de embrião de galinha
infectada com o vírus. Como consequência, ocorreu a inibição da replicação viral e
da transformação das células através de uma hibridização por competição. Assim foi
sugerida  a  utilização  dos  olinucleotídeos  antisense  (AS-ODNs)  desenhados para
hibridizar com um RNAm específico ou com seqüências de DNA dupla-fita como
agentes  terapêuticos  contra  infecções  virais  e  câncer.  Porém,  vários  fatores
limitavam a aplicação de AS-ODNs, tais como estabilidade, afinidade, especificidade
e transporte celular (155). Então, análogos de ODNs foram desenvolvidos visando
melhorar tais limitações: Stein et al. (156) trocaram o átomo de oxigênio da ligação
fosfodiéster por um enxofre formando o fosforotionato ODN. Embora este composto
formado  tenha  apresentado  maior  resistência  à  ação  das  nucleases  (157),  eles
tiveram diversos efeitos não específicos, incluindo redução da hibridização (158) e
alteração na morfologia e proliferação celular (159). Buscou-se a utilização de um
sistema  carreador  que  protegesse  o  AS-ODN,  aumentando  a  sua  efetividade.
Lipossomos  formados  por  fosfatidilcolina  demonstraram  ser  eficientes
transportadores  de  AS-ODNs,  ao  mesmo  tempo  em  que  aumentaram  a  sua
estabilidade no meio de cultura (160). Lappalainen et al. (161) demonstraram que os
ODNs são transportados mais rápido e eficientemente na presença de lipossomos,
verificando-se ODNs intactos no núcleo e no citoplasma de células CaSki (células de
linhagem de câncer cervical humano).
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Vacinas de DNA
As vacinas de DNA consistem na introdução in vivo de genes que codificam
para  proteínas  imunodominantes  do  patógeno.  O  gene  é  transportado  para  o
organismo  do  hospedeiro  por  um  vetor  plasmideal  não  replicante,  o  qual  é
internalizado por células-alvo e estas sintetizam a proteína que levará ao estímulo
de uma resposta imune (162).  Wolff  et  al.  demonstraram em 1990 (163)  que a
injeção de RNA ou DNA puros diretamente no músculo esquelético de camundongo
resultou em uma expressão significativa do gene que expressa a β-galactosidase
nas células musculares. Tang et al. (164) demonstraram que se poderia obter uma
resposta  imune  humoral  através  da  inoculação  de  um gene  codificante  para  o
hormônio de crescimento humano. A rota de inoculação foi intradérmica, utilizando
um  sistema  de  biobalística,  onde  partículas  de  ouro  cobertas  pelo  plasmídeo
contendo o gene de interesse foram bombardeadas diretamente para o citoplasma
das células dérmicas e epidérmicas hospedeiras.
Procurando  avaliar  se  a  injeção  de  DNA levava  a  uma  resposta  imune
neutralizante e específica frente a patógenos, Wang et al. (165) realizaram a injeção
intramuscular  (i.m.)  de  um  plasmídeo  contendo  o  gene  que  codifica  para  a
glicoproteína precursora gp160 do envelope do vírus da imunodeficiência humana
tipo 1 (HIV-1). Entre os resultados obtidos, foi verificada a presença de anticorpos
anti-gp160, os quais inibiram a formação de sincício que é provocado pela infecção
viral  em cultura  de  células.  Além da  neutralização,  ocorreu  lise  de  células  que
expressavam o envelope, devido a uma resposta citotóxica. Demonstrando que por
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esta estratégia se obtém, tanto uma resposta imune humoral, como celular frente a
um patógeno viral. Diferentes vias de inoculação do DNA foram avaliadas por Fynan
et al. (166, 167). Nesse modelo experimental, a vacina consistiu de 100 μg de DNA
plasmideal  designado  para  expressar  uma  glicoproteína  hemaglutinina  do  vírus
Influenza. As vias que apresentaram melhor eficácia frente ao desafio com o vírus
Influenza  foram as  vias  intramuscular  e  intravenosa,  onde  observou-se  a  maior
porcentagem  de  animais  que  sobreviveram  ao  desafio  e  estes  desenvolveram
apenas sinais leves da doença. Depois,  em ordem decrescente de eficiência de
proteção  foram  as  vias  intra-nasal,  intradérmica  e  subcutânea  que  tiveram  um
número  maior  de  óbitos  e  os  sobreviventes  apresentaram  sinais  severos  de
Influenza.  Os  camundongos  inoculados  via  intraperitoneal  não  desenvolveram
proteção, sendo que nenhum dos animais sobreviveu ao desafio. Neste trabalho,
também foi avaliado o sistema de inoculação por biobalística que demonstrou ser o
método mais eficiente de todos. Com apenas 0,4 μg de DNA obteve-se 95% de
sobreviventes. Embora o método por biobalística seja mais eficiente com pequena
quantidade de DNA,  a injeção i.m.  tem consideráveis vantagens.  É considerada
mais rápida e mais fácil  de se aplicar,  o custo de aquisição de um sistema de
inoculação por bombardeamento é mais alto que a compra de seringas e acessórios
para a inoculação i.m. (168). Davis et al. (169) realizaram uma série de estudos
para verificar os fatores que afetam a eficiência de transfecção e estabilidade de
expressão pela inoculação de vacina de DNA via i.m. Verificou-se que realizando
uma  pré-injeção  de  uma  solução  hipertônica  de  sucrose  ou  de  bupivacaina
(anestésico local) há melhora na distribuição das substâncias injetadas e resulta
numa menor variação da expressão do gene. A transferência gênica é dez vezes
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mais  eficiente  em  músculo  em  regeneração  do  que  no  músculo  normal  (170).
Mesmo  que  a  eficiência  de  transfecção  seja  baixa  em músculo  normal,  ambas
respostas imunes humoral e mediada por células foram obtidas, sendo que elas
foram dependentes da dose de DNA aplicado (171). 
Verificou-se  que  a  necessidade  de  altas  doses  de  DNA  puro  para  a
inoculação  intramuscular  devido  a  sua  degradação  por  nucleases  intersticiais.
Baseando-se em estudos de sistemas carreadores de DNA que aumentam a sua
eficiência de transfecção in vitro, buscou-se adaptar estas técnicas para a aplicação
in vivo. Pode-se destacar os seguintes sistemas de transporte de DNA:
- microesferas de alginato biodegradável:  alginato de sódio é um polissacarídeo
que  pode  ser  facilmente  transformado  em  uma  sólida  matriz  com  a  adição  de
cátions divalentes. Micropartículas de alginato são seguras para o uso em animais e
elas têm sido usadas para encapsular proteínas purificadas (172) e vírus (173). A
imunização oral  de  animais  com microesferas  contendo proteínas imunogênicas
levaram a resposta  imune  humoral  (mucosa e  sistêmica).  Aggarwal  et  al.  (174)
demonstraram  que  microesferas  de  alginato  poderiam  ser  usadas  para  o
encapsulamento,  transporte  e  expressão  de  DNA plasmideal.  Em seu  trabalho,
camundongos  foram  inoculados  com  microesferas  de  alginato  contendo  DNA
plasmideal  e  adenovirus  bovino  tipo  3.  Como  resultado  ocorreu  um  aumento
significativo da expressão transgênica quando comparado aos camundongos que
foram  inoculados  com  microesferas  contendo  somente  o  DNA  plasmideal.  O
aumento da expressão gênica devido à presença do adenovirus ocorreu porque
estes rompem os endossomas antes que se fusionem com lisossomas, inibindo a
degradação do DNA por enzimas lisossomais (175).
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-  Lipossomos:  Gregoriadis  et  al.  (176)  demonstraram  pela  primeira  vez  que  a
imunização intramuscular de camundongos com pRc/CMV HBS (codifica a região S
do antígeno de superfície de hepatite B) envolvidos por lipossomos aumentou tanto
a imunidade celular como a humoral quando comparados com DNA puro. Foram
gerados títulos cem vezes maiores de IgG1 e níveis aumentados de IFN-γ e IL-4. A
imunização  com  DNA  plasmideal  por  lipossomo  evita  a  necessidade  do
envolvimento  das  células  musculares,  facilitando  sua  captação  pelas  células
apresentadoras de antígenos (APC) que se infiltram no sítio da inoculação ou pela
drenagem aos linfonodos locais e, ao mesmo tempo, protegem o DNA da ação das
nucleases (62).
Terapia Gênica
A terapia gênica pode ser definida como uma estratégia de tratamento que se
baseia na introdução de genes em células do organismo com o objetivo de redução
ou  eliminação  da  doença  (177).  Estas  doenças  são  causadas  por  mutações  no
genoma celular que levam a uma perda de função do órgão ou tecido. O conceito
envolve o transporte do ácido nucleico para células alvo em um esforço para alterar
a produção de uma proteína específica, onde mudanças na expressão resultarão em
um benefício terapêutico. De acordo com Friedmann (178), existem duas formas de
realizar-se a terapia gênica:
-  ex vivo: as células são removidas fisicamente do paciente, transfectadas in vitro
com o vetor  que apresenta o gene de interesse e depois de transformadas são
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novamente administradas ao paciente. Este procedimento é geralmente realizado
com células sanguíneas.
-  in vivo: o vetor é transfectado diretamente no tecido doente. Como exemplos, a
infecção de vetores de adenovirus na traqueia e brônquios de pacientes com fibrose
cística  e  a  injeção  de  um  vetor  contendo  o  gene  que  expressa  a  distrofina
diretamente no músculo de pacientes com distrofia muscular.
Spradling & Rubin (179) realizaram o primeiro sistema terapêutico eficiente
tendo como modelo a Drosophila melanogaster. Foi utilizado um elemento genético
de  transposição,  o  fator  P,  que  transferiu  um  gene  normal  para  embriões  que
apresentavam um defeito genético na cor dos olhos. O gene transferido codifica para
uma enzima que produz a cor de olhos vermelha do tipo selvagem de Drosophila. O
resultado  é  que  as  moscas  tratadas  adquiriram  a  coloração  normal  dos  olhos.
Hammer et al. (180) registraram a primeira cura por terapia gênica em mamíferos.
Camundongos de uma cepa que apresentam redução de níveis séricos de hormônio
do crescimento receberam um gene que codifica para o hormônio de crescimento de
rato. A deficiência em hormônio de crescimento foi corrigida e os animais cresceram
rapidamente.  O  problema  é  que  o  gene  não  foi  controlado  apropriadamente,
resultando em gigantismo. Os camundongos ficaram com até uma vez e meia o
tamanho de camundongos normais. Duas crianças com quadro de imunodeficiência
combinada  severa  devido  ao  defeito  genético  na  enzima  catabólica  adenosina
deaminase  (ADA -  SCID)  foram  submetidas  à  terapia  gênica  por  um  protocolo
desenvolvido por Blaese et al. (181). Células T dos pacientes foram separadas do
sangue,  proliferadas  em  cultura,  transfectadas  com  um  vetor  retroviral  que
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apresentava o gene da ADA e então reintroduzidas nos pacientes depois de 9 a 12
dias.  Depois  de  quatro  anos  de  acompanhamento,  o  número  de  células  T
sanguíneas estava normalizado, bem como a resposta imune celular e humoral. 
O tratamento gênico durou dois anos, mas o vetor integrou e a expressão
gênica de ADA em células T persistiu. Para esta doença, a terapia gênica foi segura
e efetiva (182). Uma das limitações da transfecção direta do DNA em células no
organismo era a falta de especificidade com as células-alvo. Utilizando como vetor
um retrovírus murino, Kasahara et al. (183) inseriram um gene que codifica para a
eritropoietina (um hormônio polipeptídico) junto com parte do gene ENV que contém
a região que codifica para a glicoproteína de superfície (gp70) do vírus da leucemia
murina Moloney. Como resultado, este vírus murino que apresentava a característica
de ser  ecotrópico,  ou seja só  infectava células de origem murina,  passou a ser
também  infeccioso  para  células  humanas  que  apresentam  o  receptor  da
eritropoietina. Este tipo de seleção de tecido alvo por meio de interações receptor-
ligante foi o grande passo para se realizar a terapia gênica in vivo.
De acordo com o RAC (Recombinant DNA Advisory Committee, pertencente
ao  Office of Biotechnology Activities, do  National Institutes of Health), órgão oficial
que regulamenta e autoriza a aplicação de ensaios de terapia gênica nos Estados
Unidos  (EUA),  até  fevereiro  de  2003  registravam-se  509  protocolos  clínicos
utilizando técnicas de transferência gênica nos EUA (OBA, 2003). A  maioria  dos
protocolos de terapia gênica é baseada no uso de vetores virais. Mesmo que se
tenham  buscado  desenvolver  vetores  seguros,  ainda  existem  problemas  na
segurança e na produção desses vetores, tais como:
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- mutações e recombinação no genoma de vetores retrovirais;
- desenvolvimento de resposta imune contra proteínas de vetores originados de
adenovírus e HSV-1.
Estas  considerações  têm estimulado  o  desenvolvimento  de  métodos  não-
virais para a transferência de genes terapêuticos (178). Kay et al. (141) destacam
vantagens do uso de lipossomos catiônicos em relação aos vetores virais na terapia
gênica:
- complexos lipossomo-DNA são mais fáceis de preparar e não há um limite para o
tamanho de genes que podem ser transportados;
- como este sistema não é formado por proteínas, ele pode desenvolver uma fraca
resposta imunológica que não afetaria em futuras reaplicações;
-  há  pouco risco  de gerar  formas infecciosas ou induzir  mutações oncogênicas
porque os  genes transportados apresentam baixa  eficiência  de  integração,  não
replicam e nem recombinam.
Teoria  de  um  modelo  proposto  para  a  realização  de  transferência  de  genes  e
oligonucleotídeos
Kuhn  et  al.  (184)  desenvolveram  uma  teoria  de  utilização  de  lipídios
catiônicos, os quais seriam capazes de formar um complexo neutro ou até inverter a
carga do DNA sem a formação de lipossomos.  O sistema é composto por  uma
solução  aquosa  onde  são  adicionados  cloreto  de  sódio  (NaCl),  DNA e  o  lipídio
catiônico.  Em  uma  solução  aquosa,  os  grupos  fosfatos  das  moléculas  de  DNA
tornam-se  ionizados  resultando  em  uma  rede  de  carga  negativa,  o  sal  é
74
completamente ionizado formando um igual número de cátions e ânions e os lipídios
catiônicos também se dissociam produzindo ânions e cadeias poliméricas com uma
extremidade catiônica. O objetivo é que estas extremidades catiônicas se liguem
com os fosfatos aniônicos do DNA, para neutralizar ou até inverter a carga deste
complexo e, assim, evitar que o DNA seja repelido pela membrana celular. Porém
existem três fatores principais que influenciam a formação de complexos entre DNA
e lipídios: a entropia, as forças de interação entre as partículas lipídicas (energia
hidrofóbica)  e  as  interações  eletrostáticas  entre  todos  os  íons  presentes.  Para
entender estes fatores, é necessário calcular a energia livre da solução, sendo que,
a  energia  livre  mínima  corresponde  ao  estado  de  equilíbrio  termodinâmico.  Em
particular, busca-se a concentração de lipídios catiônicos para a qual a entropia do
meio seja baixa suficiente para que os lipídios tendam a se ligar ao DNA devido às
interações  eletrostáticas.  Para  pequenas  concentrações  de  lipídios  catiônicos,
poucas moléculas anfifílicas se associam com o DNA e a entropia domina, porém ao
atingir uma concentração crítica, as interações eletrostáticas se tornam dominantes
e  o  sistema  forma  um  complexo  em  que  a  carga  de  DNA  é  quase  que
completamente  neutralizada  pelos  anfifílicos  associados.  Se  a  concentração  das
moléculas anfifílicas continuar sendo aumentada, favorece para que mais moléculas
do lipídio se associem com um fosfato, levando à inversão da carga do complexo.
As condições utilizadas são: o DNA é formado por 220 pares de bases e a
sua concentração é de 2 μM. A concentração do NaCl é de 18 mM. O β s é a fração
de  ligação  efetiva  da  molécula  anfifílica,  ou  seja,  na  concentração  molar  do
surfactante em que o β s = 1, a carga do DNA torna-se completamente neutralizada
pelo surfactante,  ocorrendo uma transição temodinâmica de primeira ordem.  Isto
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significa que aumentando gradualmente a concentração molar do lipídio catiônico,
ocorre uma transição descontínua onde a carga do DNA é neutralizada pelos lipídios
catiônicos.  Esta  transição  é  cooperativa,  o  que  significa  que  muitas  moléculas
lipídicas se ligam ao DNA simultaneamente. O βχ é um parâmetro relacionado com o
grau de hidrofobicidade da molécula anfifílica. Quanto maior o valor absoluto de βχ,
maior é a hidrofobicidade. Puderam verificar que as moléculas mais hidrofóbicas
necessitam de uma menor concentração para neutralizar o DNA e a inversão de
carga (β s é superior ao valor 1) ocorre mais próxima do ponto de transição da
ligação da molécula com o DNA.
De acordo com esta teoria, a inversão de carga pode ocorrer com uma baixa
concentração  de  lipídios  catiônicos  se  estes  forem  suficientemente  hidrofóbicos.
Altas concentrações de lipídios (como é necessário para a formação de lipossomos)
são tóxicas para as células. Com a utilização de uma baixa concentração de lipídios
catiônicos  para  a  transfecção,  haveria  uma  influência  direta  na  diminuição  da
citotoxicidade. Este modelo ainda não havia sido desenvolvido experimentalmente
para determinar qual a sua eficiência de transfecção. 
Embora  a  literatura  descreva  diversos  tipos  de  materiais  como
nanocarreadores,  como  vimos  em  todos  os  exemplos  acima  na  introdução,  o
presente estudo trata vantajosamente de um processo de transfecção celular que
utiliza  como  agente  carreador  de  material  exógeno  uma membrana  de  vesícula
externa,  obtida  a  partir  da  fermentação  de  Hae-254.  Diante  das  informações
disponíveis  no  estado  da  técnica,  o  presente  estudo  torna-se  útil  na  rotina  de
biologia celular, uma vez que mantém a taxa de transfecção celular com nenhuma
citotoxicidade  para  a  concentração  utilizada.  Desta  forma  as  OMV-Hae254
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apresentam uma alternativa  simples  e  eficiente  para  a  transferência  de  material
genético exógeno em cultura de células in vitro.
5- Células NG97
As neoplasias primárias do sistema nervoso central representam 2% de todas
as neoplasias malignas diagnosticadas e 20% dos cânceres em crianças com idade
inferior a 15 anos (185, 186). Dentre as neoplasias astrocíticas, os glioblastomas
dividem com o astrocitoma e o astrocitoma anaplásico, um conjunto de células que
abrangem um espectro de lesões de malignidade progressiva,  que compartilham
alterações genéticas e a propensão de invadir tecido nervoso adjacentes de forma
difusa (185). Existem várias vantagens de se obter uma cultura de célula imortalizada
para estudos de neoplasias, como por exemplo, um estoque inesgotável de células
para estudo quando utilizados adequadamente. Em alguns casos, há a possibilidade
de transplantes de células permanentes para modelos animais, facilitando o estudo
da interação hospedeiro-tumor em relação a mecanismos fisiopatológicos básicos,
tais como progressão, invasão e análise de possíveis moléculas terapêuticas.
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JUSTIFICATIVA DO PROJETO
O maior desafio para a ciência é o desenvolvimento de compostos para tratar
o sistema nervoso central, pois a maioria dos produtos farmacêuticos são incapazes
de passar a barreira hematoencefálica. Por isso o grande interesse em se estudar
substâncias que possam agir  como agentes de transportes de medicamentos ou
DNA exógeno em doenças do sistema nervoso central. O primeiro passo é realizar
testes em cultura de células para saber se a nanopartícula de interesse é capaz de
transfectar células tumorais do sistema nervoso central. 
Entre  os  diversos  tipos  de  nanomateriais  estudados  destacamos  as
membranas  de  vesícula  externa  (OMV)  de  Haemophilus  Influenza 254,  uma
nanopartícula  natural,  que  pode  ser  aplicado  como  um  adjuvante  e  agente
transfectante.  A  potência  da  OMV  como  um  transportador  de  material  gênico
exógeno nunca foi antes demonstrada na literatura, tornando este projeto inédito e
inovador.
Um  dos  desafios  da  nanobiotecnologia  é  descobrir  novos  agentes  que
consigam  chegar  na  célula  tumoral  de  forma  específica  e  tentar  modificar  sua
programação,  podendo  amenizar  ou  cessar  a  proliferação  desenfreada  destas
células.  São  inúmeros  polímeros  sintetizados  que  são  testados,  porém  existem
vários  estágios  que  não  chegam  com  sucesso  devido  a  serem  componentes
estranhos ao corpo. Por isso, o grande interesse em testar essas nanopartículas
biológicas como forma de serem usadas em diversas técnicas. A Medicina ganhou
uma grande aliada para a terapêutica clínica, uma vez que as nanopartículas podem
ser empregadas no diagnóstico e tratamento de diversos tipos de doenças. Assim, a
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utilização  da  nanobiotecnologia  na  Medicina,  ficou  conhecida  onde  vários
nanomateriais, nanodispositivos e nanocarregadores são utilizados para investigar,
tratar e diagnosticar pacientes com vários tipos de câncer. Assim como utilizar essas
nanopartículas  como  agentes  transfectantes  substituindo  vários  agentes
comercialmente  disponíveis  em  uso  nas  pesquisas  básicas  e  aplicadas,  sendo
extremamente caros.
As vesículas de membrana externa (OMVs) possuem várias funções, dentre
as mais importantes e a principal  que nos interessa é a competência natural  de
transportar  DNA exógeno  em  diferentes  tipos  de  bactérias.  Atualmente  muitos
compostos  adjuvantes  são  amplamente  utilizados  como  imuno-estimulantes  e
imuno-moduladores. Os adjuvantes de origem microbiana são licenciados e podem
ser  usados  em  vários  grupos  experimentais  como  adjuvantes  e  carreadores  de
fármacos. A vesícula de membrana externa (OMV) de  Neisseria meningitidis está
entre as substâncias recém-estudadas de origem microbiana, que pode ser aplicada
como um adjuvante  e  carreador  de  material  exógeno.  Uma vez  concluindo  que
essas vesículas conseguem transfectar células tumorais neurais, nada impede de
futuramente estudá-las como ferramenta para outros tipos de células tumorais.
Desta  forma  neste  estudo,  utilizamos  as  OMVs  como  facilitadoras  da
transfecção de material exógeno. Em nosso trabalho resolvemos testar as OMVs da
bactéria  Haemophilus aegyptius, como um potente agente transfectante e também
testar  a  citotoxicidade dessas OMVs frente  as células normais e tumorais.  Além
disso,  o  processo  de  padronização  da  obtenção  destas  nanoestruturas  pelo
processo de biofermentação a partir  da linhagem de  Haemophilus aegyptius  254
(Hae254) foi um ponto importante a ser utilizado denotando a essas nanopartículas
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a  característica  de  um potente  carreador  de  material  exógeno  e  verificar  a  sua
utilização como facilitadora do processo de transfecção celular, salientando que até
o momento não existe  nenhum trabalho realizado com essas nanopartículas  em
transfecção celular.
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 OBJETIVOS 
- Obtenção por biofermentação de vesículas de membranas externa (OMV) a partir
da  linhagem  de  Haemophilus  aegyptius 254  (Hae-254),  e  sua  utilização  como
facilitadora do processo de transfecção celular.
- Padronização da Fermentação das OMVs através de biorreatores e pela técnica de
ultrafiltração.
-Caracterização da OMV realizando técnicas de Potencial zeta e Zeta sizer e NTA.
- Verificação do potencial de transfecção celular do plasmídeo pIRES –gfp,  através
de  testes  de  transfecção  celular  utilizando  a  OMV-  Hae  254  como  agente
transfectante comparando com métodos já utilizados. 
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MATERIAIS E MÉTODOS
1- Meio de cultura Luria Bertani (LA e LB)
O meio de cultura LA e LB contém a mesma composição,  eles se diferem pela
presença de ágar (15 g/L) no meio LA.
Triptona................................................................................................................10 g
Extrato de levedura................................................................................................5 g
NaCl.....................................................................................................................10 g
Agua deionizada qsp....................................................................................1000 mL
O material foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 minutos.
Para o crescimento da linhagem de E.coli  DH5α foram utilizados os meios LA e LB,
dependendo da necessidade sem antibiótico e incubados à 37 °C por 18-24 horas. 
Para sua manutenção, as amostras foram suspendidas em BHI com 30 % de glicerol
e mantidas a -80 °C. 
2- Preparo de Células competentes de DH5-α
A linhagem de E. coli DH5α foi inoculada em 100mL de meio LB e incubadas
a  37°C  a  150  RPM  até  DO  -  600nm  =  1,00.  Este  crescimento  bacteriano  foi
transferido para um tubo de centrífuga previamente conservado a 4°C e, o volume
total de crescimento bacteriano centrifugado a 4000 RPM por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante  foi  descartado  e  o  sedimento  ressuspendido  em  10  mL de  uma
solução  esterilizada  de  CaCl2,  100mM  a  4°C.  Esta  suspensão  foi,  novamente,
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centrifugada à mesma velocidade acima e o sedimento recuperado assepticamente
em 8 mL de uma solução de cloreto de cálcio 100 mM adicionada de 30% de glicerol
esterilizado. A suspensão foi aliquotada em tubos eppendorf (alíquotas de 500 µL) e
conservada a -80°C.
3- Processo de Transformação em Escherichia coli linhagem DH5-α
Uma  alíquota  de  200  μL  de  células  competentes  foi  descongelada
rapidamente e adicionadas o 10 μL de plasmídeo PIRES. A mistura foi mantida em
banho de gelo por 30 minutos. Transcorrido esse período a mistura foi submetida ao
aquecimento de 42°C durante o tempo limite de 90 segundos. Transcorrido o tempo,
o tubo de reação foi imediatamente mantido em banho de gelo por 3 minutos. Foram
adicionados à mistura 800 μL de meio LB pré-aquecido a 37°C e a mesma incubada
à  mesma  temperatura  por  no  mínimo  1  hora.  A  seguir,  o  volume  total  de
transformação foi selecionado em meio LA adicionado ampicilina à 100 mg/L, que é
o  antibiótico  de  resistência  do  plasmídeo  e  IPTG  (isopropil-tio-β-D-
galactopiranosídeo)  e  X-gal  (5-bromo-4-cloro-3-indolil-Bgalactopiranosídeo),  nas
concentrações de 0,1 mM e 30 µg/mL, respectivamente, para seleção dos clones
com  inserto  desejado.  As  placas  foram  incubadas  por  16-24  horas  a  37  °C,  e
isoladas algumas colônias de cor branca, que contém o plasmídeo desejado, logo
após foi submetida a extração de DNA plasmidial em média escala.
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4- Extração de DNA Plasmidial em Média Escala
Soluções
Solução de Tris-HCl (pH 8,0) 1M.
A 121,1 g de Tris-base, adicionaram-se 800 mL de água deionizada e 42 mL de HCl
concentrado. Completou-se para 1000 mL com água deionizada.
Solução de EDTA (pH 8,0) 0,5 M.
Adicionaram-se 186,1 g de EDTA dihidratado em 800 mL de água destilada. Agitou-
se vigorosamente e ajustou-se o pH com solução a 10 N de NaOH.
A solução foi distribuída em pequenas alíquotas e autoclavadas a 127 ˚C por 15
minutos.
Solução I
Glicose...................................................................................................... 50 mM
Tris-HCl....................................................................................... 25 mM (pH 8,0)
EDTA........................................................................................... 10 mM (pH 8,0)
Autoclavou-se a 127 C por 15 minutos e conservou-se em geladeira à 4 C.
Solução II
NaOH 0,2 N......................................…......................................................2,0 mL
SDS 1%....................................................................................................10,0 mL
Agua deionizada qsp..............................................................................100,0 mL
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Solução III
Solução de acetato de potássio...............................................................60,0 mL
Ácido acético glacial.................................................................................11,5 mL
Água deionizada.......................................................................................28,5 mL
Tampão PBS
NaCl............................................................................................................8,00 g
KCl.................................................................................................................0,2 g
Na2HPO4......................................................................................................0,61 g
KH2PO4...........................................................................................................0,2g
Agua deionizada q.s.p...................................................................................1,0 L
Esterilizou-se a 127 ˚C por 15 minutos.
Extração plasmidial em média escala (midi-prep)
Utilizou-se a metodologia descrita por San Brook (1989). As amostras de E.
coli DH5a transformadas com o plasmídeo pIRES-GFP, foram inoculadas em 150mL
de  meio  LB  suplementado  com  os  antibióticos  específicos,  no  caso  ampicilina
100mg/mL. As culturas bacterianas foram incubadas sob agitação de 150 rpm a
37ºC  por  12-18  horas.  Uma  alíquota  de  50mL  do  crescimento  bacteriano  foi
transferida para um tubo de centrífuga estéril  e centrifugada a 4000 rpm por 20
minutos a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido em
5mL de Solução I gelada (50mM de glicose, 25mM de Tris-HCl pH 8,0 e 10 mM e
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EDTA pH 8,0) e, em seguida, agitado bem em vortex mantido em banho de gelo por
5 minutos. A seguir, foi colocada 10mL de Solução II (NaOH a 0,2N e 1 % de SDS)
sobre o conteúdo do tubo, misturando por inversão suave e vagarosa. Após o tubo
ter sido mantido em banho de gelo por não mais que 5 minutos, adicionou-se 7,5 mL
da Solução III (60 mL de Acetato de Potássio a 5M, 11,5 mL de ácido Acético Glacial
e 28,5 mL de água MilliQ). Então, o tubo foi invertido suavemente e centrifugado a
10.000 rpm por 20 minutos a 4ºC. Foi passado 20 mL do sobrenadante para outro
tubo de centrífuga estéril com a posterior adição de isopropanol puro até encher o
tubo a -20ºC. Após este procedimento, o tubo foi mantido a -20ºC por pelo menos 30
minutos. O DNA plasmidial foi precipitado por centrifugação a 10.000 rpm por 20
minutos, onde o sobrenadante foi descartado e ressuspendido em 400 µL de água
destilada esterilizada.  Após esse procedimento  foi  adicionado 5  µL de RNAse a
10mg/mL e homogeinizado com a pipeta. O conteúdo foi transferido para um tubo de
2 mL e foram adicionados 10 µL de NaCl 5M e 1 mL de etanol 70% gelado, mantido
a -20  °C por  30  minutos.  As amostras  foram centrifugadas a 12.000 rpm por  5
minutos e o sobrenadante descartado, deixando as amostras secarem. O pellet foi
ressuspendido em 200 µL de tampão TE. Para a verificação da eficácia da extração,
as amostras plasmidiais foram aplicadas em gel de agarose a 1,5 % na seguinte
proporção: 3 µL de tampão de corrida: 7 µL da amostra, tendo-se como padrão de
peso molecular o 1 kb DNA-ladder (Promega®).  Após o término da corrida, o gel foi
corado com Brometo de Etídeo por 20 minutos e visualizou-se as bandas no gel em
transluminador de luz ultravioleta e fotografadas pelo sistema GelDoc It – Imaging
System, com filtro vermelho utilizando-se o software Vision Works ®LS.
86
5-  Processo  de  obtenção  por  biofermentação  de  vesículas  de  membranas
externa (OMV) compreende as seguintes etapas:
Método de fermentação utilizando biorreator (Bio flo 115)
a) Preparo do meio BHI/NADH/Hemina:
-  Misturar 37g/L BHI/água destilada;
-   Autoclavar por 20 minutos com temperatura variável entre 100 e 120°C e pressão
variável entre 1 e 1,5 atm;
-    Resfriar à temperatura de 37ºC;
b) Preparo do meio AC/NADH/Hemina:
-    Misturar 37g/L BHI-Ágar/água destilada;
-   Autoclavar por 20 minutos com temperatura variável entre 100 e 120°C e pressão
variável entre 1 e 1,5 atm;
-    Resfriar até o meio atingir 45ºC;
-    Adicionar 5% de sangue de cavalo desfibrinado;
-    Resfriar à temperatura de 37ºC;
-    Adicionar de 1 a 10 mg/ml de NADH e de 5 a 15 mg/ml de Hemina;
-    Solidificação;
-    Manter em estufa bacteriológica por 24 horas;
 c) Preparo do Pré-Inoculo (stir) Hae254:
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-  Cultivar uma alçada com pelo menos 1x106  bactérias a linhagem  Haemophilus
influenza biotipo  aegyptius 254  (Hae254)  no  meio  (AC/NADH/Hemina)  obtido  na
etapa (b 6);  Para fermentar Hae-254 iremos fazer um pré-inóculo utilizando o meio
líquido apropriado para a cepa. 
-    Incubar em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas;
-   Após crescer a bactéria em meio sólido, colocar 40 ml de meio líquido em um
tubo e  adicionar  uma alçada  da bactéria  inoculada,  deixar  crescer  por  6  horas.
Transferir de 1 a 5 alçadas com pelo menos 1x108 bactérias da suspensão do meio
(AC/NADH/Hemina)  para  recipiente  esterilizado contendo  40 mL de  meio  líquido
(BHI/NADH/Hemina);
-    Agitar até desprendimento total das bactérias;
-    Manter em estufa bacteriológica por 6 horas a 37°C;
-   Mediu-se a absorbância do pré-inoculo em 600 nm para verificar a densidade
óptica do meio.  Enquanto isso preparar o Biorreator esterilizado devidamente em
autoclave (120 graus por 20 minutos). 
d) Biofermentação da OMV-Hae254:
-  Adicionar 10 ml do pré-inóculo de 6 horas no Biorreator com o meio, colocar o
meio de cultura líquido à 37°C com agitação de 150 RPM e deixar fermentando por
20 horas, onde as amostras serão retiradas. Após este processo serão medidas as
absorbâncias das amostras em 600nm e também as amostras serão centrifugadas a
4.000 RPM por 15 minutos, onde serão separados o sobrenadante (contendo as
OMVS) dos pellets. Os pellets serão pesados. O sedimento contido dentro do tubo
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tipo Falcon foi pesado junto com o mesmo em balança analítica (Shimadzu, Brasil)
para que fosse feita a relação entre quantidade de massa bacteriana e quantidade
de OMV obtida no tempo desejado. Adicionar 10 mL do pré-inóculo com pelo menos
1x108 bactérias crescidas em 1000 mL de meio BHI/NADH/Hemina;
e)  Medida da Absorbância do Biofermentado.
f) Ultrafiltração.
a) Preparo de Meio de Cultivo Bactériano Líquido de BHI (Infusão de Cérebro e
Coração, Accumedia, USA) (BHI/NADH/Hemina)
   Em um recipiente de vidro de 1 litro pesou-se 18,5 gramas de BHI (37g/L). Em
seguida  adicionou-se  500  mL de  H2O  destilada.  O  recipiente  foi  tampado  com
tampão de algodão e autoclavado a 1,5 atm por 20 minutos (Autoclave Extermax,
Brasil). 
     Após a autoclavagem o meio líquido foi retirado e esfriado a temperatura de
37°C, em seguida adicionou-se NADH 25 mg/mL (Sigma Aldrich, EUA) e Hemina 50
mg/mL  (Sigma  Aldrich,  EUA).  O  meio  de  cultura  BHI  (Brain  heart  infusion)  é
extremamente  rico  em substâncias  que favorecem o crescimento  desta bactéria,
como  enzimas  digestivas  de  tecido  animal,  caseína,  cloreto  de  sódio,  acúcar
(dextrose),  fosfato  disódio,  podendo  ser  utilizados  outros  meios  ricos  nesses
nutrientes. O fator determinante para o crescimento desta bactéria e não pode faltar
é NADH e Hemina.
b) Preparo de Meio de Cultivo Bactériano Sólido de Ágar Chocolate suplementado
com NADH e Hemina (AC/NADH/Hemina)
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   Em um recipiente de 1 litro pesou-se 26 gramas de BHI-Ágar (Accumedia,
USA) (52g/L). Em seguida adicionou-se 500 mL de H2O destilada. O recipiente foi
tampado com tampão de algodão e autoclavado a 1,5 atm por 20 minutos (Autoclave
Extermax, Brasil). Após autoclavagem, o meio foi esfriado até 45ºC e adicionou-se
5% (aproximadamente 25mL) de Sangue de Cavalo Desfibrinado (Microlab, Br). O
frasco foi agitado vigorosamente até todo sangue ser dissolvido no meio. 
   O frasco foi novamente esfriado até a temperatura de aproximadamente 37°C
e adicionou-se NADH 25 mg/mL (Sigma Aldrich, EUA) e Hemina 50 mg/mL (Sigma
Aldrich,  EUA).  Novamente  o  frasco  foi  agitado  até  ser  misturado  todos  os
componentes.
   Após a mistura dos componentes, o meio foi distribuído uniformemente com
uma pipeta sorológica de 25 mL esterilizada por raios gama (Perfecta, China). Em
cada placa de Petri de plástico com tamanho 90x15 (Cralplast, Brasil) foi colocado
20 mL.
Em  seguida  as  placas  permaneceram  dentro  do  fluxo  laminar  (Filterflux,
Classe 2AI) até sua solidificação. Após a solidificação, as placas foram mantidas por
24 horas em estufa bacteriológica (Solab Científica, Brasil).
c-) Linhagem Bacteriana , Condições de Crescimento e pré- inoculo
    A linhagem de  Haemophilus  influenza biotipo  aegyptius 254  (Hae254)  foi
cultivada utilizando-se a  técnica de esgotamento em placa de AC/NADH/Hemina
conforme preparado na etapa (b).  Em seguida a placa de Petri contendo a linhagem
Hae254 foi incubada em estufa bacteriológica (Solab Científica, Brasil) a 37ºC por 18
a  24 horas.  As  linhagens  de Hae  254 serão crescidas  em meio ágar  chocolate
suplementado com NAD e hemina (10µg/ml)  à atmosfera de 5% de CO2 a 37°C.
90
Para  as  linhagens  de  Hae254,  o  processo  de  crescimento  exponencial  e
fermentação serão realizadas no Biorreator no volume de um litro de meio líquido
BHI suplementado com NAD e Hemina (10µg/ml) e alíquotas de 50-100 mL serão
retiradas para análises posteriores. O Crescimento das linhagens será realizado a
37°C sob agitação de 150 RPM sem adição de oxigênio. Parâmetros de agitação,
pH  e  demanda  de  oxigênio  serão  verificados  para  estudos  posteriores  e  o
estabelecimento de parâmetros para aumento de escalonamento.
    Após o crescimento bacteriano no meio AC/NADH/Hemina (Etapa (b)) foram
retiradas da placa de Petri, por raspagem com alça em loop de plástico previamente
esterilizada (Jet Biofil, EUA) aproximadamente de 10 a 50 µL de bactéria crescida. 
   A alça  com  a  bactéria  foi  introduzida  em  tubo  tipo  Falcon  (Nerbe  plus,
Alemanha) contendo 40 mL de meio líquido BHI/NADH/Hemina. A alça foi agitada no
meio  por  movimentos  circulares  até  o  total  desprendimento  das  bactérias.  Em
seguida o tubo foi acondicionado em estufa bacteriológica (Solab Científica, Brasil)
por 6 horas a 37°C.
d) Produção por Biofermentação da OMV-Hae254
   Transcorrido o tempo de 6 horas, coletou-se com auxílio de uma seringa de
10  mL (BD  Plastipak™,  Argentina)  acoplada  a  uma  agulha  de  1,20x40mm (BD
PrecisionGlide™, Argentina), 10 mL de bactéria crescida do pré-inóculo (Etapa (c)).
  Em seguida adicionou-se os  10 mL do  pré-inóculo  em 1000  mL de meio
BHI/NADH/Hemina  (etapa  (c))  distribuído  em  frasco  próprio  previamente
autoclavado, do biorreator (New Brunswick, Bio Flo/Celligen 115, Eppendorf, Brasil).
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 Em seguida, as bactérias cresceram a 150 rpm a 37ºC por 12, 16 e 20 horas.
Foi  coletado  de  cada  tempo  1  mL em microtubo  de  2  mL (Axygen,  USA)  para
posterior medida da absorbância em cubetas de quartzo (Etapa (e)).  Além disso,
para  cada  um  dos  tempos  anteriormente  descritos  foram  coletados  300  mL do
biofermentado em seis tubos tipo Falcon de 50 mL (Nerbe plus, Alemanha) com
cada  um  possuindo  50mL  do  biofermentado.  Os  tubos  tipo  Falcon  foram
previamente pesados com tampa em balança analítica (Shimadzu, Br) e os pesos
foram anotados.
e) Medida da Absorbância do Biofermentado 
   Mediu-se a Absorbância a 600 nm no aparelho (R Chisto, Infinite M200 Pro)
do biofermentado.  Em seguida a  densidade ótica  foi  obtida  com a utilização do
Software  Magellan  (Tecan  7.1,  Suíça)  e  calculada  para  cada  um  dos  horários
relatados  na  etapa  (d).  Para  saber  se  existe  uma  correlação  entre  a  massa
bacteriana e a produção de OMV-Hae254.
f) Recuperação da OMV-Hae254 produzidas por Ultrafiltração.
  Após a etapa (e) os tubos contendo o biofermentado foram centrifugados  
(Sorvall, RT 6000B, EUA) por 15 minutos a 4000rpm (3307g).
    O sobrenadante foi separado em tubos tipo Falcon de 50 mL para posterior
filtração  em  filtro  de  nitrocelulose  com  porosidade  de  0,025µM,  e  diâmetro  de
142mm  (Millipore,  Brasil)  com  o  auxílio  de  um  compressor  a  400  a  600mmHg
(NewPump, Sparmax, USA).
    O  sedimento  contido  dentro  do  tubo  tipo  Falcon  foi  pesado  junto  com  o
mesmo em balança analítica (Shimadzu, Brasil) para que fosse feita a relação entre
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quantidade de massa bacteriana e quantidade de OMV obtida em cada um dos
tempos acima descritos.
    Após a filtragem, a OMV-Hae254 retida no filtro foi solubilizada em Tampão
Fosfato-Salino  1x  (NaCl  0,1369M,  KCl  0,00268M,  Na2HPO4 0,008M,  KH2PO4
0,015M) ou em NaCl 0,9% (0,9g de NaCl em 100 mL de H2O destilada e autoclavada
como segue.
    O filtro foi retirado do aparato filtrante com auxílio de uma pinça de inox de 13
cm, bico redondo 14cm (Professional CE, Brasil) e colocada em placas 12x12 cm
(Greiner Bio one, Alemanha). Em seguida, adicionou-se a placa com o filtro, 20 mL
ou de uma solução de Tampão Fosfato-Salino 1x ou uma solução de NaCl 0,9%. A
placa com o filtro e a solução de solubilização foram colocadas por 30 minutos a
37ºC em estufa bacteriológica (Sorvall, RT 6000B, EUA).
Em seguida com o auxílio de uma seringa (10 mL) foi retirado todo o volume
da placa, e acoplada a seringa, um filtro de seringa de 0,22 µM (Milipore, USA), o
sobrenadante filtrado contendo a OMV-Hae254, foi acondicionado em microtubos de
2 mL (Wheaton, EUA). A OMV-Hae254 agora nos microtubos, foram acondicionadas
em biofreezer (Dairei DR, ULTF80, Dinamarca) a -80ºC.
6- Caracterização das Nanopartículas Bacterianas
Espectroscopia de correlação de fótons (PCS) e Potencial Zeta
Para  caracterizar  as  nanopartículas  obtidas  das  bactérias  Hae-254  serão
utilizadas quatro metodologias: espalhamento de luz dinâmico (zetasizer nano)  e
mobilidade eletroforética (Zetasizer nano). O espalhamento de luz dinâmico permitirá
determinar o tamanho de nanopartículas e a mobilidade eletroforética das mesmas
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com a  finalidade  de  obtenção  da  carga  superficial  das  vesículas  de  membrana
externa que será realizado em um equipamento Zetasizer Nano.
Este  procedimento  analítico  determinará  o  comprimento  médio  das  OMV-
Hae254  e  o  índice  de  polidispersão  (PDI),  que  é  uma medida  adimensional  da
amplitude da distribuição de tamanho de partículas.  O procedimento analítico foi
realizado em um Zeta-sizer Nanoseries Zs da marca Malvern (USA). Os resultados
foram expressos na  forma de  média  ±  desvio  padrão  de  pelo  menos  três  lotes
diferentes de cada preparação de OMV-Hae254. O potencial zeta foi determinada
por  laser  Doppler  Anemometria  (LDA)  no  mesmo equipamento.  As  amostras  de
OMV-Hae254 foram analisadas após uma diluição de 1/1000 em 1 mM de NaCl a
uma condutividade de aproximadamente 120 ± 20 S/cm2.
Espalhamento de luz dinâmico( DLS) 
Caracterização físico-química das nanopartículas
Determinação  do  diâmetro  médio  e  do  índice  de  polidispersão  das
nanopartículas.  O  diâmetro  médio  das  partículas,  o  índice  de  polidispersividade
(PDI)  foram  determinados  por  espectroscopia  de  correlação  de  fótons  ou
espalhamento  de  luz  dinâmico  (DLS),  utilizando  o  equipamento  Zetasizer  Nano
Series  (NS90,  Malvern®  Instruments,  Reino  Unido)  acoplado  a  um  sistema  de
aquisição de dados. Essa técnica mede a difusão de partículas que se movem sob
movimento  browniano  e  converte  essa  medida  em  tamanho  /  distribuição  de
tamanhos,  utilizando  a  relação  de  Stokes-Einstein  e  representa  uma  das  mais
poderosas técnicas para avaliar o tamanho de partículas (MENDES et al., 2013).
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Antes da medição, as suspensões de nanopartículas foram diluídas com soro
fisiológico a 0,9% (1 mg/mL), a fim de evitar a multi-dispersão da luz provocada por
uma elevada concentração de partículas.
Todas os experimentos foram realizados com um ângulo de 90o, em cubetas
de poliestireno,  quadradas,  de 12 mm de diâmetro e a 25  oC. Os resultados do
diâmetro médio (DM) das partículas e da polidispersão (PDI) foram apresentados
com o valor médio ± desvio padrão (DP) de três réplicas.
 Determinação do Potencial Zeta das nanopartículas
O  potencial  zeta  (ZP)  reflete  a  carga  elétrica  presente  na  superfície  da
partícula, medida através da determinação da mobilidade eletroforética e pode ser
uma indicativo da estabilidade física de sistemas coloidais (ZHANG et al., 2010). O
ZP foi determinado por Microeletroforese Doppler a laser, utilizando o equipamento
Zetasizer Nano Series (NS 90, Malvern® Instruments, Reino Unido). Nessa técnica
um campo elétrico é aplicado a uma dispersão de partículas, que passarão a se
mover com uma velocidade relacionada ao seu potencial zeta. Essa velocidade é
medida por uma técnica interferométrica a laser, chamada M3 PALS (espalhamento
de luz com análise de fases). Com ela, é possível fazer o cálculo da mobilidade
eletroforética e, a partir desta, inferir o potencial zeta e a distribuição do potencial
zeta.  As  medidas  de  ZP  foram  realizadas  após  diluição  das  suspensões  de
nanopartículas  com  solução  salina  a  0,9%  (1mg/ML)  e  utilizando  cubetas
apropriadas, de poliestireno, quadradas, de 12 mm de diâmetro e à temperatura de
25oC. As medidas foram feitas em triplicata e os dados expressos como a média ±
desvio padrão.
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Análise por rastreamento de nanopartículas (NTA)
Os experimentos de NTA foram realizados no equipamento NanoSight NS300
(NanoSight - Malvern®, Reino Unido), que utiliza um vídeo-microscópio para analisar
as propriedades de espalhamento de luz e o movimento browniano de partículas em
suspensão,  afim de  obter  medidas  de  tamanho,  concentração  e  agregação  das
mesmas,  em  amostras  em  suspensão  líquida.  As  medidas  foram  feitas  após  a
suspensão das amostras liofilizadas em solução salina (1mg/mL) e introduzidas no
interior  do  porta-amostras  por  meio  de  uma  seringa  esterilizada,  até  seu  total
preenchimento (~ 0,5 mL). A análise foi realizada com um feixe de laser verde (γ =
532 nm), a 25  oC. As medidas foram feitas em triplicata, com os dados expressos
como a média ± desvio padrão.
7- Ensaios Biológicos
Cultivo Celular da Linhagem NG97 (Astrocitoma tipo III)
As células NG97 são provenientes de uma amostra cedida pelo departamento de
Neurocirurgia da UNICAMP, pouco após uma cirurgia de um homem de 66 anos de
idade diagnosticado com glioblastoma multiforme do lobo temporal direito. Exames
histológicos revelaram ser um astrocitoma grau III de acordo com a classificação da
organização  mundial  da  saúde.  Astrocitoma são tumores  (neoplasia)  do  sistema
nervoso central (SNC) originados de um astrócito, uma célula em forma de estrela
que sustenta os neurônios. É o tipo de glioma mais comum e podem ser benignos
ou malignos. No caso do astrocitoma grau III, é considerado mais agressivo, também
chamado de astrocitoma anaplásico, e pode ser retirado com cirurgia.
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A linhagem celular NG97 (astrocitoma grau III,  gentilmente doada pela Prof.  Dra.
Liana Verinaud) foi descongelada a temperatura ambiente. Em seguida, despejou-se
todo o conteúdo do tubo criogênico (entre 1,0 mL e 1,5 mL) em garrafa para cultura
de células, com tampa com filtro de 0,22 µM e tamanho de 25cm2 (NEST, USA)
contendo 9 mL de meio RPMI 1640 (Cultilab, Br), 1 mL (10 %) de soro fetal bovino
(Cultilab, Br) e 100µL (1%) da solução de penicilina/estreptomicina (Cultilab, Br).
Incubou-se a cultura em estufa para cultivo celular (Sanyo, JP) a 37°C com
5% de CO2 até a formação da monocamada confluente. Enquanto a monocamada
confluente não se formava o meio contendo 9 mL de meio RPMI 1640 (Cultilab, Br),
1  mL (10%)  de  soro  fetal  bovino  (Cultilab,  Br)  e  100  µL  (1%)  da  solução  de
penicilina/estreptomicina  (Cultilab,  Br)  foi  trocado  a  cada  48  horas  e  incubada
novamente em estufa a 37°C com 5% de CO2. Em aproximadamente seis dias (144
horas) a monocamada estava formada e a célula pronta para ser repassada. As
células foram repassadas duas vezes em garrafas com tampa com filtro de 0,22 µM
e  tamanho  de  75  cm2 (NEST,  USA)  antes  de  sua  utilização  para  os  testes  de
citotoxicidade e transfecção. As garrafas foram tripsinizadas e distribuídas em placas
de 96 poços (NEST, USA) para o ensaio de citotoxicidade ou em placas de 24 poços
(NEST, USA) para o ensaio de transfecção. 
 Citotoxicidade
Ensaio de Viabilidade Celular Através da Metodologia de Vermelho Neutro
Após tripnização, as células foram plaqueadas na densidade de 1x105  até
1x107 células/mL em placas de 96 poços, e incubadas em estufa para crescimento
celular (Sanyo,JP) a 37 graus com 5% de CO2 por 24 horas. O meio foi substituído
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por  diferentes  concentrações  de  OMV-Hae254,  que  variaram de  0  a  10  µg/mL,
diluído em RPMI 1640 (Cultilab, BR) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab, BR) e 1% de antibiótico (Cultilab, BR).
O teste de viabilidade celular por coloração de vermelho neutro realizou-se
como previamente  descrito.  Após  intervalos  de  24  horas  de  aplicação  da  OMV-
Hae254  removeu-se  o  meio  de  cultura  e  as  células  foram  lavadas  com  salina
tamponada  fosfatada  1  X  (PBS)  pH  7,4  (Cultilab,  BR).  Para  cada  cavidade
adicionou-se 0,2 mL de meio RPMI contendo 50 ug/mL do corante vermelho neutro
(Sigma-Aldrich, USA) e incubou-se a placa de 96 poços a 37 graus por 3 horas
(Sanyo, JP). Transcorrido o tempo removeu-se o meio e adicionou-se 0,2 mL da
solução de formol-cálcio (10mL de formaldeído 40%; 10 mL de CaCl2 10%; 10 mL
de  água  destilada).  Desprezou-se  a  solução  e  adicionou-se  0,2  mL da  solução
etanol-ácido acético glacial (1mL de ácido acético glacial; 100 mL de etanol 50%). A
placa foi  mantida por 15 minutos a temperatura ambiente e em seguida lida em
espectrofotômetro a 540 nm (Tecan, Áustria). As medidas da leitura foram obtidas
com  o  auxíliodo  software  Magellan  (Tecan  7.1,  Suíça)  e  foram  expressos  em
porcentagens de redução de Vermelho neutro (VN) em relação ao controle, onde as
células não foram expostas aos agentes testes. Utilizamos como controle negativo a
célula sem a OMV-Hae254. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 
As OMVs serão testadas quanto à sua citotoxicidade através do método de
captação  do  corante  vermelho  neutro  nas  células  3T3  e  NG97.  Diferentes
concentrações  das  OMVs Hae-254  serão  empregadas  para  o  teste  baseado  na
coloração de células pelo corante vital  vermelho neutro. Uma taxa de viabilidade
celular será calculada mediante o uso de controles celulares não tratados, onde se
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estabelecerá a concentração da formulação capaz de apresentar 50% de viabilidade
para cada tipo celular (IC50).
Ensaio  de Viabilidade  Celular  Através da  Redução  do MTT (3-brometo  de  (4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazólio)
Neste  ensaio,  a  viabilidade  celular  foi  avaliada  através  da  medida  da
capacidade das células de reduzir o MTT (3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-
difenil-tetrazólio) a formazan. O formazan é um pigmento insolúvel que é extraído
das células e quantificado espectrofotometricamente em λ=570 nm. A redução do
MTT é catalisada principalmente pelas desidrogenases mitocondriais e também do
citoplasma.  Portanto,  a  alteração  da  função  mitocondrial  poderá  ser  detectada
através da variação da capacidade de redução do MTT.
As células foram plaqueadas na densidade 10x105 até 10x107 células/mL em
placas de 96 poços e incubadas a 37 graus, 5% de CO2 por 24 h (Sanyo, JP). O
meio foi substituído por diferentes concentrações de OMV-Hae254, que variaram de
0 a 10 µg/mL, diluído em RPMI 1640 (Cultilab, BR) suplementado com 10% de soro
fetal  bovino  (Cultilab,  BR)  e  1% de antibiótico  (Cultilab,  BR).  Após 24 horas  de
incubação, o meio de tratamento foi removido, os poços foram lavados com tampão
salina  tamponado  com  fosfato  (PBS)  e  adicionado  meio  sem  soro  contendo  o
corante MTT (0,5 mg/mL). Após incubação por 3 h a 37 graus, o meio foi retirado
cuidadosamente  e  adicionado  100  µL  de  etanol  100%  (Merck,  USA)  para
solubilização do formazan. As placas foram agitadas por 5 minutos e a absorbância
correspondente a cada poço foi lida no leitor de placas (TPP, Suíça) em 570 nm. Os
valores foram lidos com o software Magellan (versão 7.1 SP1) e foram expressos em
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porcentagens de redução do MTT em relação ao controle, onde as células não foram
expostas  aos agentes  testes.  Utilizamos como controle  negativo  a  célula  sem a
OMV-Hae254. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
Teste de transfecção celular utilizando o reagente Effectene e a OMV-Hae254
como carreadores do plasmídio pIRES com GFP
Adicionou-se 1 µg de DNA plasmidial pIRES que expressa a proteína verde
fluorescente GFP (Clontech, USA) em 10 µg/mL de OMV-Hae254 diluídos em PBS
1x.  A reação  foi  incubada  a  temperatura  ambiente  por  meia  hora,  em seguida,
homogeneizada com o uso de micropipeta adicionada em triplicata em placa de 24
poços. Também na mesma placa foi  realizado o teste com controle negativo,  na
ausência  de  carreadores,  onde  1µg  de  DNA  plasmidial  pIRES  (Clontech)  foi
adicionado em 1mL de meio RPMI1640 contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina  e  50µg/mL de Neomicina.  A solução foi  homogeneizada
com o uso da micropipeta por cinco vezes e adicionada em triplicata na placa de 24
poços. 
Além disso, na mesma placa foi realizado o teste com controle positivo 1µg de
DNA plasmidial pIRES (Clontech), utilizando como carreador, o reagente  Effectene
(Qiagen, USA) de acordo com as instruções do fabricante.
A placa  foi  incubada  por  24  horas  a  37°C  com  5%  de  CO2,  o  meio  foi
removido e a lamínula virada com o conteúdo celular para baixo em cima de uma
lâmina.  Em  seguida,  foi  observado  em  microscópio  de  fluorescência  da  marca
Olympus no laboratório da Prof. Dra. Elaine Minatel (Departamento de Anatomia –
Instituto de Biologia – UNICAMP).
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RESULTADOS E DISCUSSÃO
1- Medida da absorbância do biofermentado
As densidades ópticas em 600nm de absorbância obtidas após a fermentação
da Hae-254 foram 1,34 em 20 horas de biofermentação.
2-  Peso  do  sedimento  bacteriano  após  centrifugação  do  biofermentado,
Ultrafiltração do sobrenadante.
Após a fermentação, as amostras foram separadas em tubos de 50 mL  e
centrifugadas.  Foram analisados  o  peso  do  sedimento  bacteriano  de  50  mL de
volume total  centrifugado, dentro de cada tubo tipo Falcon. A Tabela 1, mostra o
resultado da média de seis tubos falcon do tempo de 20 horas de fermentação.
Tabela 1: Média do peso de 50mL de sedimento centrifugado no tubo, em 20 horas
de fermentação.
Peso do sedimento bacteriano Tempo de Biofermentação  
(20 horas)
Média do Peso dos tubos vazios (g) 12,88
Média  dos  pesos  dos  falcon+sedimento
bactériano (g)
13,47
Diferença  do  peso  do  falcon  vazio  -  peso  do
falcon com o sedimento bactériano (g/50mL de
cultivo)
0,62g ou 620 mg
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3-  Concentração  da  OMV-Hae254  por  método  de  varredura  por
espectofotômetro
Após a pesagem dos sedimentos bacterianos realizou-se a ultrafiltração do
sobrenadante para a extração das OMVs. Foi realizado uma varredura em aparelho
espectofotômetro R-Chisto, para se determinar o comprimento de onda que detecta
o  pico  máximo  da  absorbância  da  OMV-254  para  poder  ser  determinada  sua
concentração.  Após  ser  encontrado  o  comprimento  de  onda  que  se  detecta  a
amostra, foi realizado uma curva padrão com diferentes diluições da OMV254 em
água ultra-pura.
 A partir desta curva padrão realizou-se a equação da reta (y=ax+b, figura 1)
obtendo-se no final a concentração de OMV (Tabela 2). 
Tabela 2: Quantificação de OMV-Hae254 de 20 horas de fermentação.
Absorbância 20 horas
Média da absorbância 0,343
Desvio Padrão 0,01
Csol (µg/mL) 83,43
Csol (mg/mL) 0,834
  Assim,  correlacionou-se  a  quantidade  de  OMV  produzida  (mg/mL)  por
massa de sedimento bacteriano (mg/mL) mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3:  Relação entre a massa do sedimento bacteriano e a produção de OMV-
Hae254. 
Tempo de fermentação 20h
Peso  sedimento  bacteriano  por  mL
de cultivo (mg/mL)
12,4
Csol (mg/mL) 0,8343
Mg/L de Bactéria 12.400
Mg/L de OMV 834
Conclui-se  desta forma,  que no tempo de 20 horas  de fermentação,  12,4
mg/mL de sedimento bacteriano produzirá 0,8343 (mg/mL) de OMV-Hae254, dados
estes inéditos na literatura até o presente momento.
Pelos dados de absorbância das Omvs fez-se uma curva e desta tiramos uma
equação relacionando absorbância com concentração das OMVs. Aplicando-se a
Equação 1, mostrada na legenda da Figura 22, onde C equivale a concentração da
OMV  e  A a  absorbância,  aos  dados  da  Tabela  5,  são  obtidos  os  valores  de
concentração de proteína em cada amostra
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Figura 3- Curva construída com as concentrações e absorbâncias obtidas a
partir da solução padrão. Aplicando-se o método dos mínimos quadrados aos dados,
obtém-se a reta descrita pela Equação 1. (C=390,47× A−56,041). �=390,47×�−56,041
4- Caracterização das nanopartículas
Espalhamento de luz dinâmico e mobilidade eletroforética.
Espectroscopia de correlação de fótons (PCS) e Potencial zeta
O espalhamento de luz dinâmico permiti mensurar o tamanho de nanopartículas
e a mobilidade eletroforética das mesmas com a finalidade de obtenção da carga
superficial das vesículas de membrana externa. Foram feitos em um equipamento
Zeta-sizer  Nanoseries  Zs  da  marca  Malvern  (USA).  Este  procedimento  analítico
determinou o  comprimento  médio  das  OMV-Hae254  e  o  índice  de polidispersão
(PDI), que é uma medida adimensional da amplitude da distribuição de tamanho da
partícula. Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio padrão de
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pelo menos três lotes diferentes de cada preparação de OMV-Hae254. O potencial
zeta foi determinada por laser Doppler Anemometria (LDA) no mesmo equipamento.
As amostras de OMV-Hae254 foram analisadas após uma diluição de 1/1000 em
1mM de NaCl a uma condutividade de aproximadamente 120 ± 20 S/cm2.
Este  procedimento  analítico  determinou  o  comprimento  médio  das  OMV-
Hae254 e o índice de polidispersão (PDI), mostrados na tabela 4, que é uma medida
adimensional da amplitude da distribuição do tamanho da partícula 
Caracterização das nanopartículas lipídicas – OMV-Hae 254
As  nanopartículas  recém-preparadas  e  redispersas  foram  submetidas  à
avaliação de sua distribuição de tamanho pela técnica de espalhamento dinâmico de
luz, em equipamento ZetaSizer Nano (Malvern, UK) após diluição apropriada das
amostras em soro fisiológico a 0,9% (1:1000).  As OMS Hae-254 foram liofilizadas e
após esse processo, foram diluídas 1:1000 em soro fisiológico. A determinação do
potencial zeta foi realizada pela medida da mobilidade eletroforética das partículas,
utilizando equipamento ZetaPlus (Brookhaven,UK) (tabela 4).  O potencial zeta está
intimamente  ligado a estabilidade física  das nanopartículas.  Valores de potencial
zeta maiores que -38,82 mV é superior ao valor considerado como indicador de boa
estabilidade física que é de -30 mV  segundo  Mehnert (188).
Os valores de PDI denotam o grau de uniformidade da distribuição de tamanho
de uma determinada amostra (tabela4). Valores de PdI elevados estão relacionados a
distribuições pouco uniformes. Existem vários parâmetro no qual podemos comparar
uma nanopartícula  com outra,  principalmente se forem sintéticas,  porém o grande
desafio  em  nossa  pesquisa,  são  as  nanopartículas  biológicas  e  como  elas  se
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interagem no meio em que estão dispersas, assim como também em como sua carga
superficial  interfere  na  capacidade  de  interação.  O  fato  é  que  ainda  não  foram
descritos  em  literatura  as  características  da  OMV  Hae-254  e  de  como  elas  se
comportam em meio fisiológico. Sabe-se que uma nanopartícula biológica se difere de
uma sintética, principalmente frente as estruturas e suas características naturais que
podem ser modificadas se colocadas em meios diferentes. 
Todas  as  partículas  em  um  líquido  possuem  algo  chamado  movimento
browniano, um movimento aleatório criado quando o meio circundante empurra as
partículas na solução.  A velocidade do movimento é diretamente proporcional  ao
tamanho da partícula, quanto maior a partícula, mais lenta a velocidade. O índice de
polidispersão (PDI),  fornece informações sobre  a  homogeneidade da distribuição
dos tamanhos. 
 Uma partícula carregada em solução terá uma camada de íons de carga
oposta limitada a ela, a chamada camada Stern. Além disso, uma segunda camada
de íons está envolvendo a partícula, a chamada camada difusa. O potencial zeta é
uma propriedade física de uma partícula em uma suspensão, e é criada no plano de
deslizamento entre a camada de popa e a camada difusa.
Valores do PDI obtidos inferiores a 0,2, sem variações significativas, sugerem
que as nanopartículas estão em um estado de distribuição monodisperso aceitável,
com baixa variabilidade e nenhuma agregação (193, 194). Valores de PDI entre 0,1 -
0,25 mostram uma distribuição de tamanho relativamente estreita, enquanto valores
maiores que 0,5 indicam uma distribuição muito ampla (195, 196). O diâmetro médio
das partículas e o índice de polidispersão são as características mais importantes
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para as nanossuspensões, pois estão diretamente ligadas a sua estabilidade físico-
química (195, 196).
Mariano et al (189) testaram sistemas coloidais de nanopartículas feitas de
polímeros biodegradáveis e que possuem uma estabilidade em solução. Investigou-
se a obtenção de partículas com diâmetro médio menor que 100nm bem como um
potencial Zeta aplicável. Vários trabalhos na literatura mostram que potencial mais
elevado implica em uma dispersão mais estável, enquanto que um potencial mais
baixo pode mostrar uma instabilidade coloidal que leva à agregação das partículas
do meio em análise. Porém foi verificado que o tamanho da partícula e o potencial
Zeta  dependem  claramente  da  concentração  de  polímero,  da  concentração  de
tensoativo,  bem  como  da  velocidade  de  gotejamento  e  da  agitação  mecânica
(rotação) da solução coloidal em produção.   
Em seus experimentos Mariano et al verificou que o tamanho de partícula ideal
foi de 64 nm juntamente com o potencial Zeta de -4,49 que se obteve na síntese 13,
onde a relação PCL:tensoativo é da ordem de 2: 1. Verificou-se também um maior
clareamento da solução obtida, o que denota uma maior dispersão das nanopartículas
em solução, o que é verificado pelo menor potencial Zeta, em módulo, associado com
o menor tamanho de partícula. (Anais da III Jornada Científica - Embrapa São Carlos -
10 e Ii de novembro de 2011 (Embrapa Pecuária Sudeste e Embrapa Instrumentação -
São Carlos - SP – Brasil )  (189). 
Como foi  proposto por Macdiarmid, Amaro-Mugridge et al.  (37) o tamanho
encontrado na nanoestrutura aqui estudada é pequena o suficiente para penetrar
nas junções entre as células dos vasos que alimentam os tumores,  que são de
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aproximadamente 400nm.  Estas considerações nos levam a futuramente estudar
essas nanopartículas como carreadoras de fármacos em células tumorais,  assim
como ser usada como agente transfectante que possa ser facilmente comercializado
com baixo custo em laboratórios de pesquisa.
Estudos realizados por Mário Izidoro et al (190), no qual mimetizaram uma
barreira  hemato-encefálifa  em  seu  trabalho  (37),  mostraram  que  as  OMVs  de
Neisseria  meningitidis com  tamanhos  considerados  pequenos,  conseguiram
resultados positivos quanto a passagem na barreira produzida em laboratório. Isso
nos fez hipotetizar que as nanopartículas pequenas possam penetrar nas junções
entre as células dos vasos que alimentam os tumores, que são de aproximadamente
400nm. Por sua vez Gorringe e colaboradores (191) constataram em seus estudos
de análise de tamanho das OMVs por zetasizer nano que quanto menor a OMV e
quanto  maior  a  carga  da  vesícula  de  membrana  externa  em  módulo,  maior  a
repulsão entre elas dificultando a formação de aglomerados, possibilitando que o
aparelho perceba o real tamanho das vesículas ao invés de grumo destas. No caso
das OMVs Hae-254, foi encontrado um valor menor de carga de -6 mV, tendendo a
levar a nanopartícula a um estado de carga menos negativa, e com um tamanho de
aproximadamente 127 nm (Tabela 4), em relação aos tamanhos encontrados nas
OMVs de Neisseria sp , mostrado por Mário Izidoro et al (190).
Voigt et al (192) testaram nanopartículas de polibutilcianoacrilato (PBCA-NP)
in vivo,  como formulação preferida devido suas características biocompatíveis ( são
biodegradáveis e não acumulam no organismo). Voigt et  al  (192) testaram como
modelo  para  mimetizar  a  barreira  hematoencefálica   a  barreira  hemato-retina,
porque a retina é o único tecido do sistema nervoso central disponível para registrar
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imagem microscópica in  vivo.  Voigt  et.  Al  (192)   verificaram que o tamanho das
nanopartículas não afetam a passagem, mas nanopartículas menores são piores
para  passar  na  barreira.  Verificaram  que  a  superfície  da  partícula  determina  a
passagem na barreira, sendo os tensoativos iônicos a composição preferida para
passar a barreira, principalmente os compostos catiônicos. 
Tabela 4: Medida do Potencial zeta e índice de Polidispersividade DLS
Amostra Tamanho  médio  dapartícula única (nm)
Índice  de
Polidispersividade
Potencial  Zeta
(mV)
OMV-Hae254 127,6 ± 0,5 0.182 ± 0.01 -6.0 ± 0,652
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Figura 4- Gráfico do DLS, mostrando a distribuição do tamanho da nanopartícula em
nanômetros, dispersa em solução salina. 
Figura 5- Gráfico do NTA, mostrando a distribuição do tamanho da nanopartícula em
nanômetros por histograma dispersa em solução salina. .
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Figura  6-   Gráfico  do Potencial  zeta  em milivoltz  da  nanopartícula  dispersa em
solução salina.
  Análise de rastreamento de nanopartículas (NTA)
     A análise de rastreamento de nanopartículas é um método inovador para o
dimensionamento  de  partículas  (197).  A técnica  possibilita  a  medida  simultânea
(análise multiparamétrica) das nanopartículas em suspensões líquidas, fornecendo
dados de distribuição de tamanho, do n partículas e sua visualização direta e em
tempo real (198).
Tabela 5: Medida do NTA
Amostra Tamanho  médio  dapartícula única (nm)
Concentração  de
partículas
OMV-Hae254 129,8 ± 10,2 5.66e+008  +/-  3.52e+007particles/ml
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Figura 7-  Gráfico do tamanho da nanopartícula dispersa em solução salina pela
técnica de NTA. 
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Figura 8-  Imagem das nanopartículas dispersas em solução salina a 0,9% obtidas
pelo aparelho NTA.
Nossos resultados mostraram um índice  de polidispersão baixo,  indicando
que as nanopartículas podem ser consideradas homogêneas, onde a fotografia da
imagem mostra a forma bem definida entre elas. A média da medida do tamanho das
nanopartículas mostraram que elas não tiveram diferenças durante a leitura,  nos
fazendo  a  concluir  que as  chance  das  nanopartículas  estarem agregadas  foram
pequenas,  e  o  NTA confirmou os  resultados do DLS.  Apesar  da  OMV Hae 254
apresentar um potencial zeta de -6mV, devido ao meio que estavam dispersas (soro
fisiológico  0,9%)  fez  com  que  as  nanopartículas  não  se  agregassem.  Muito
importante ressaltar que essa carga negativa diminuída pode ajudar a ligação do
DNA a  nanopartícula  biológica  e  também  facilitar  sua  passagem  na  membrana
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celular,  que possui  carga negativa.  O mecanismo de como essas nanopartículas
biológicas envolvem o DNA e entram na célula ainda é desconhecido, mas condiz
com a hipótese de que a OMV Hae 254 pode neutralizar a carga negativa do DNA e
ultrapassar inclusive a membrana nuclear, passando pela maquinaria endossomal e
lisossomal.
O efeito da transfecção depende do tamanho das nanopartículas (41) . Cebrian
et.al testaram nanopartículas de ouro (Au Nps) como potencial substância de entrega
de genes de interesse e verificaram principalmente como o tamanho da nanopartícula
pode  influenciar  na  transfecção  (41)  .  Para  verificar  a  influência  do  tamanho  das
partícula sobre a transfecção de células, as nanopartículas AuNP foram combinadas
com poli (etilenimina) (PEI) para preparar dois grupos de Au NP revestidos com PEI
com distribuições de tamanho centradas a cerca de 6 nm (< 10nm Au-PEI NPs) ou 70
nm (<100 nm Au-PEI NPs), respectivamente (41). O complexo de nanopartículas de
ouro com PEI (Au-PEI NPs) foram ligados a uma variedade de plasmídeos carregando
genes  reporter  ou  suicidas  e  foram  utilizados  em  células  Saos-2  (osteosarcoma
humano)  para  investigar  o  desempenho  das  NP  de  Au-PEI  como  vectores  de
transfecção em soro contido no meio de cultura (41). Verificou-se que os conjugados
de DNA com ambos os tipos de NP de Au-PEI estavam carregados negativamente.
Apesar da repulsão electrostática que ocorre entre a superfície da célula e a superfície
das nanopartículas ( NPs) conjugadas com plasmídeo, observou-se internalização das
células para ambos os tipos de  complexos de nanopartículas de ouro com PEI (NP de
Au-PEI). As células foram transfectadas eficientemente com complexos derivados de
nanopartículas de ouro com PEI ( NPs de Au-PEI) menores que 10 nm (<10 nm), mas
não  com nanopartículas maiores que 10 nm e menores que 100 nm (NP <100 nm Au-
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PEI).   Grandes  agregados  de  NPs associados  ao  DNA foram  encontrados  em
vesículas endocíticas de células incubadas com NPs <100 nm Au-PEI, enquanto que
o  sucesso  das  NPs  menores  de  Au-PEI  como  vetores  de  transfecção  estava
relacionado ao seu menor estado de aglomeração dentro das células e ao escape
endossomal de DNA (41). 
Existe agora ampla evidência de que propriedades físico-químicas, tais como
tamanho,  forma  e  química  de  superfície,  podem  influenciar  dramaticamente  os
comportamentos de Au NPs em sistemas biológicos. Os efeitos do tamanho e forma
das partículas na transfecção de genes foram investigados em pormenor. A morfologia
de Au NPs demonstrou desempenhar um papel importante na transfecção de genes
(199). Os portadores de genes mais eficientes são aqueles fabricados com nanorods
de  Au  com  cabeça  de  seta.  Os  portadores  baseados  em  nanoesferas  exibem  o
desempenho mais pobre  na transfecção de genes.  Além disso,  nanorods Au com
proporções menores apresentam melhor do que os mais longos (199). 
Em  nossos  resultados,  mostramos  que  as  nanopartículas  biológicas  com
tamanho de 126 nm foram capazes de transfectar células NG97 de maneira eficaz e
aparentemente foram capazes de escapar da vesícula endossomal. As nanopartículas
Hae -254 possuem carga superficial “menos” negativa, sendo próximo a zero (neutra),
indicando que por esse motivo o DNA com carga negativa possa ser englobado pela
OMV-Hae 254 de forma a neutralizar sua carga, facilitando sua passagem através da
membrana plasmática. O mecanismo de como o DNA se liga a OMV-Hae254 e como
ocorre sua passagem através da membrana necessita de estudos mais avançados,
onde temos como interesse continuar investigando em futuro próximo. 
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 As nanopartículas de sílica são candidatas atraentes para o desenvolvimento
de veículos  genéticos  não-virais  seguros  e  eficientes,  devido  às  suas  morfologias
controladas,  ao  potencial  de  fácil  modificação  superficial  e  à  excelente
biocompatibilidade, bem como à biodegradabilidade in vivo. Inversamente, considera-
se que o tamanho e a forma das nanopartículas têm uma intensa influência na sua
interacção com células e sistemas biológicos, mas os efeitos do tamanho e forma das
partículas na transfecção do gene são pouco conhecidos (200). Neste trabalho, uma
série de novos portadores de genes foram projetados empregando nanopartículas de
sílica modificada com policatiologia com cinco morfologias diferentes, mantendo um
potencial zeta uniforme e funcionalidade de superfície. Em seguida, investigaram-se
os efeitos do tamanho e forma das partículas destas cinco carreadoras diferentes na
transfecção de genes (200). A morfologia das nanopartículas de sílica é demonstrada
desempenhar um papel importante na transfecção de genes, especialmente quando a
quantidade de polycation é baixa. Notou-se também que os portadores nanosféricos
ocos  exibiam  um  melhor  desempenho  de  transfecção  génica  do  que  os  seus
homólogos sólidos (200).  Estes resultados podem fornecer  novas estratégias para
desenvolver portadores de genes promissores e informações úteis para a aplicação
de  nanopartículas  em  áreas  biomédicas.  No  caso  das  OMVs-Hae  254  vemos
vantagens em continuar  estudando sobre  as  características  fisico-químicas destas
nanoestruturas , principalmente por ser um possível carreador biológico, que de certa
forma  possa  facilitar  a  entrada  na  célula  alvo.  Mais  adiante  também  podemos
constatar  que  não  houve  índice  de  citotoxicidae  das  OMVS-Hae  254  nas  células
NG97,  nos  deixando  otimistas  quanto  sua  possível  utilização  em  terapia  gênica.
Vimos através de análise mais precisa pelo NTA que as nanopartículas podem ter uma
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área de superfícia para interação com o DNA ou outras moléculas de interesse, assim
como  seu  tamanho,  considerado  ideal  para  transfecção  celular.  Vimos  também
através  do  índice  de  polidispersão  (PDI)  que  as  OMVS-Hae  254  não  formam
agregados e são monodispersas.
Foi constatado nos estudos de Andrew Gorringe (191) a análise do tamanho
das OMVs por zetasizer nano pode demonstrar algumas vezes picos maiores que
10μm,  responsáveis  pela  agregação  das  nanopartículas  que  coincidentemente
apresentam  menor  tamanho  justamente  quando  sua  carga  superficial  é  mais
negativa, postulando-se que quanto maior a carga da vesícula de membrana externa
maior a repulsão entre elas dificultando a formação de aglomerados, possibilitando o
aparelho a perceber o real tamanho das vesículas ao invés de grumos destas. Sabe-
se que o controle da liberação de fármacos em sítios de ação específicos, através
da utilização de vetores tem sido uma área de intensa pesquisa nos últimos dez
anos.  Dentre  os  vetores,  incluem-se  as  micropartículas  e  os  sistemas  coloidais
(lipossomas  e  nanopartículas).  As  nanopartículas,  constituídas  por  polímeros
biodegradáveis,  têm atraído uma maior atenção dos pesquisadores em relação aos
lipossomas, devido às suas potencialidades terapêuticas, à maior estabilidade nos
fluídos biológicos e durante o armazenamento. As nanopartículas poliméricas são
sistemas carreadores de fármacos que apresentam diâmetro inferior a 1 μm (187). 
O termo nanopartícula  inclui  as  nanocápsulas  e as nanoesferas,  as quais
diferem entre si segundo a composição e organização estrutural. As nanocápsulas
são constituídas por um invólucro polimérico disposto ao redor de um núcleo oleoso,
podendo  o  fármaco  estar  dissolvido  neste  núcleo  e/ou  adsorvido  à  parede
polimérica.  Por  outro  lado,  as  nanoesferas,  que  não  apresentam  óleo  em  sua
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composição, são formadas por uma matriz polimérica, onde o fármaco pode ficar
retido  ou  adsorvido.  Existem  vários  métodos  relatados  na  literatura  para  a
preparação de nanopartículas poliméricas, os quais podem ser, de uma forma geral,
classificados  em  métodos  baseados  na  polimerização  in  situ  de  monômeros
dispersos  (cianoacrilato  de  alquila)  24-28  ou  na  precipitação  de  polímeros  pré-
formados  11,29-33  ,  tais  como  poli(ácido  lático)  (PLA),  poli(ácido  lático-co-ácido
glicólico)  (PLGA),  poli(ε-capro-  lactona)  (PCL) e,  ainda,  os copolímeros do ácido
metacrílico e de um éster acrílico ou metacrílico. Independentemente do método de
preparação  os  produtos  são  obtidos  como  suspensões  coloidais  aquosas.
Entretanto,  durante  o  tempo de armazenamento,  pode ocorrer  a  agregação das
nanopartículas no meio, resultando na formação de precipitados 37,38 (187) . Além
disso,  problemas  de  estabilidade  química  do  polímero  ou  das  demais  matérias-
primas,  incluindo  o  fármaco,  podem  ocorrer  39-41  .  A  conseqüência  de  uma
estabilidade físico-química  limitada,  em função do tempo,  constitui  um obstáculo
para  a  aplicabilidade  industrial  das  suspensões  aquosas  de  nanopartículas.  Em
módulo, um valor de potencial zeta relativamente alto é importante para uma boa
estabilidade  físico-química  da  suspensão  coloidal,  pois  uma  compreensão  do
comportamento físico-químico das nanopartículas poliméricas é objeto de inúmeras
pesquisas, sendo que as principais dificuldades encontradas, para a caracterização
dos  mesmos,  são  conseqüências  do  tamanho  reduzido  destas  partículas.  A
caracterização físico-química desses sistemas só é possível mediante a combinação
de diversas técnicas de análise. Um dos maiores desafios, que ainda persiste, é a
elucidação da forma de associação dos fármacos a estas nanopartículas, visando a
otimização da taxa de associação e a compreensão dos fatores que influenciam o
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perfil  de  liberação dos fármacos.  Entretanto,  algumas generalizações podem ser
assumidas com base na análise dos resultados específicos, produzidos pela ampla
gama  de  trabalhos  publicados  empregando  diferentes  fármacos,  composição  de
adjuvantes  e  tipos  de  sistemas  coloidais.  Ainda  que,  de  uma  forma  geral,  as
nanopartículas poliméricas apresentem uma distribuição unimodal com baixo índice
de polidispersão, seus diâmetros médios podem ser fundamentalmente dependentes
da composição quali-quantitativa dos sistemas, bem como do método e condições
operacionais  de  preparação.  Estes  mesmos  fatores,  somados  à  solubilidade  e
partição do fármaco nos sistemas, influenciam os teores e as taxas de associação.
As formas de associação dos fármacos dependem do tipo de interações destes com
o polímero e o óleo, no caso de nanocápsulas, não sendo estritamente dependente
do coeficiente  de partição do fármaco entre a fase oleosa e  a aquosa.  Quando
interações iônicas entre o fármaco e o polímero podem se estabelecer, mesmo que
o primeiro seja lipofílico, a adsorção parece ser a forma de associação preferencial.
Diversos avanços têm sido alcançados, tanto no acúmulo de informações relativas
aos fenômenos físico-químicos envolvidos, quanto em relação ao desenvolvimento
de  formulações  de  nanopartículas  mais  estáveis,  o  que  têm  ampliado  as
perspectivas de emprego clínico destes sistemas e evitar a agregação em função
das  colisões  ocasionais  de  nanopartículas  adjacentes.  A  compreensão  do
comportamento físico-químico das nanopartículas poliméricas é objeto de inúmeras
pesquisas, sendo que as principais dificuldades encontradas, para a caracterização
dos mesmos, são conseqüências do tamanho reduzido destas partículas (187). A
caracterização físico-química desses sistemas só é possível mediante a combinação
de diversas técnicas de análise. Um dos maiores desafios, que ainda persiste, é a
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elucidação da forma de associação dos fármacos a estas nanopartículas, visando a
otimização da taxa de associação e a compreensão dos fatores que influenciam o
perfil de liberação dos fármacos. 
Estes dados corroboram com os resultados encontrados por Mário Izidoro et.
al (190) para as cepas C2135 e seus mutantes, onde a partícula com menor carga
apresenta também o menor tamanho médio, isso pode ser explicado pelo aumento
das forças de repulsão entre as mesmas impedindo a formação de aglomerados
permitindo que estas sejam detectadas pelo aparelho com melhor acurácia.
A possível utilização das OMVs como carreadores de fármacos, RNAi ou até
mesmo plasmídeos só é possível com nanopartículas inócuas e que, por manter
algumas das características da própria membrana celular bacteriana, apresentam,
normalmente, taxia por células tumorais,  e quando isto não acontece ainda há a
possibilidade de se trabalhar com a nanopartícula de forma a deixá-la mais seletiva
ao tumor, por exemplo, utilizando anticorpos bidentados onde uma porção dele se
ligará a partícula e outra a um receptor bastante expresso pelo tumor (37). Além
disso, somado com o tamanho e as cargas superfíciais, metodologias podem ser
desenvolvidas para a utilização de todas essas características de forma sinérgica
visando uma otimização do processo de delivery de moléculas com atividade anti-
tumoral. 
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5- Ensaio de Citotoxicidade das OMVs Hae-254 em células NG97 através  do
teste  de  viabilidade  celular  pela  metodologia  de incorporação do Vermelho
Neutro e através da Redução do MTT ( (3- brometo de(4,5-dimetil-2tiazolil)-2,5-
difenil-tetrazólio)
Sobre a inocuidade da OMV verifcou-se que não houve citotoxicidade desta
frente às células em cultivo celular em ambas as técnicas. O gráfico demonstrou
baixa  ou  nenhuma  citotoxicidade  das  OMVs  sobre  a  célula  NG97.  Para  uma
formulação  ser  considerada  citotóxica  faz  necessário  a  diminuição  em  75%  ou
menos das células  viáveis  pós administração da mesma sobre  a  cultura celular.
Portanto, em nossos experimentos as OMVs Hae-254 apresentaram ausência de
citotoxicidade nas células NG97, mostrando um índice maior que 75% de células
viáveis.  As  omv’s  apresentaram no  máximo  uma diminuição  de  10% de  células
viáveis sendo portanto consideradas não tóxicas.
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Figura  9:  Esse  gráfigo  mostra  a  ausência  do  efeito  de  citotoxicidade  frente  a
diferentes concentrações de OMV-Hae254 (0,01 à 10ug/mL) em 24 horas. 
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A  média  das  absorbâncias  colhidas  para  controle  negativo  foram
consideradas como 100% das células viáveis, e para a OMV Hae-254 foi  feita a
relação proporcional de células viáveis pela média das absorbâncias colhidas, como
mostrado no gráfico da figura 9..
Embora as nanopartículas possam realizar uma ampla variedade de funções,
tem  havido  preocupações  crescentes  e  debates  entre  os  pesquisadores  e
comunidade científica sobre o destino das nanopartículas em sistemas biológicos e
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os efeitos colaterais associados que esses agentes podem ter em organismos vivos
(201  e  202).  A  nanomedicina  está  aumentando   sua  importância  devido  à
capacidade  de  melhorar  a  eficácia  terapêutica  e  capacidades  de  imagem.  Um
agente  terapêutico  ou  de  imagem  de  câncer  baseado  em  nanopartículas  ideal
poderia:  (a)  detectar  rapidamente  células  tumorais;  (B)  transportar  múltiplos
medicamentos contra o câncer; (C) entregar agentes anti-tumorais para as células
cancerosas e (d) ser capaz de medir a eficácia do tratamento em tempo real. As
nanopartículas oferecem várias vantagens para a entrega de medicamentos contra o
câncer  em  comparação  com  as  drogas  clássicas  (203,  204,  205  e  206).  As
vantagens incluem: (a) prevenção da degradação do material,  como  siRNA; (B)
capacidade de fornecer concentrações mais elevadas de uma droga composta por
mascarar  e  reduzir  uma  possível  toxicidade;  (C)  entrega  direcionada  do
medicamento; e (d) liberação dependente do tempo dos agentes encapsulados (207,
208).
Estes resultados se referem a nanopartículas naturais que podem ser usados
para  entrega  e  imagem  de  drogas,  enfatizando  os  aspectos  toxicológicos,
considerando  antes  da  seleção  para  aplicações  específicas.  Os  métodos  de
avaliação da toxicidade são abordados com foco nas limitações atuais. Com base
nos resultados obtidos com relação a citotoxicidade temos como objetivos futuros
estudar  as  nanopartículas  para  aplicações  terapêuticas,  incluindo detecção,  bem
como prevenção ou tratamento de vários tipos de câncer (209).
Embora a ênfase dos resultados de toxicidade seja  avaliar  futuramente a
eficácia e segurança das nanopartículas para detecção e tratamento de cânceres,
também podemos relacionar  propriedades físico-químicas que causam toxicidade
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(201).  Essas  propriedades  físico-químicas,  como  superfícies  altamente  reativas,
composição química, solubilidade, forma, tamanho e agregação podemos  relacionar
com  alguns  parâmetros  feitos  em  nosso  trabalho,  como  potencial  zeta,  NTA e
tamanho das nanopartículas, visto anteriormente. 
Umas das nanopartículas sintéticas utilizadas são os Lipossomas, que são
vesículas não biológicos baseados em lipídios, amplamente utilizados como veículos
de entrega para transportar agentes que inibem a sobrevivência de cânceres de rim,
pulmão,  fígado,  próstata  e  pele  (210).  Os  lipossomas têm várias  vantagens  em
relação a muitos outros sistemas de nanodelivery sendo menos tóxico e com alto
índice terapêutico (211). 
Os  lipossomas  são  uma  bicamada  lipídica  composta  por  Fosfolípidos
anfipáticos constituídos principalmente por fosfotídil-colinas (PC, também chamado
de Lecitinas) que encerram um espaço aquoso interior (208, 212). Estruturalmente,
uma molécula  de PC é feita  acima de um grupo de cabeça,  espinha dorsal  de
glicerol e cadeias de ácidos graxos. Os principais grupos de PCs são geralmente
modificado para introduzir grupos funcionais como a maleimida, que pode facilitar a
conjugação a anticorpos ou outros ligantes, e / ou porções polimerizáveis para gerar
lipossomos estáveis (213). Preparações recentes de lipossomas incluíram lipídios
PEGilados para contornar o sistema reticuloendotelial e promover a acumulação em
tumores (214).  Baseado em carga líquida,  os  lipossomas são  categorizados  em
nanopartículas  catiónicas,  aniônicas  e  neutras  (211,  213).  Aplicações  clínicas  de
lipossomas e limitações toxicológicas associadas a cada categoria são discutidos.
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Felgner e seus colegas de trabalho foram os primeiros a preparar lipossomos
catiônicos  em  uma  formulação  chamada  Lipofectina,  que  foi  o  protótipo  de
lipossoma catiônico  para  entrega  de  DNA em células  de  mamíferos  (103,  215).
Lipofectina, feita por sonicação e igual quantidades (em peso) de um lípido catiónico
sintético N- [1- (2, 3, -dioleiloxil) propil] -N, N, N-Cloreto de trimetilamónio (DOT-MA)
e um dioleilo lipídico fusogênico Fosfatidiletanolamina (DOPE), é um lipossoma de
50 a 200 nm usado para fornecer DNA (213). Em geral, os lipossomas catiônicos
consistem em lipídios catiônicos anfipáticos, com ou sem DOPE. A porcentagem de
DOPE varia de 0 a 50% e funciona para ajudar a liberar DNA desestabilizando o
endosoma uma vez que o lipossoma é levado para as células (213). Lipossomas
sem DOPE foram encontrados presos em endossomas e lisossomas, resultando em
baixa eficiência de transfecção (213, 216). 
Mecanicamente,  lipossomas  catiônicos  entregam  DNA  interagindo  com
células carregadas negativamente (213). Seguindo a ligação à célula, o complexo de
lipossomas libera DNA dentro das células. No entanto, estudos recentes mostraram
outros mecanismos, como a endocitose mediada por adsorção para a entrega de
DNA com  lipossoma  catiônico  (208).  Os  lipossomas  catiônicos  projetados  para
expressar  ou  reduzir  os  níveis  de  um  gene  de  uma  proteína  de  interesse  são
geralmente  preparados  simplesmente  combinando  lipossomas  carregados
positivamente com DNA ou siRNA a fim de complexar os reagentes levando a uma
estrutura com uma carga global positiva (217).
Foi  observado em muitos estudos de cultura celular (218, 219),  que o  PEI
ramificado é conhecido por ser altamente citotóxico,  e o PEI de maior tamanho e
Carga por unidade de massa  <10 seria um fator contribuinte para a citotoxicidade.
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Esta  citotoxicidade  é  reduzida  após  o  acoplamento  do  DNA.  Cargas   positivas
fornecidas pelo PEI nas superfícies de Au NPs pode produzir lise celular devido à
ligação electrostática com a membrana celular carregada negativamente, um efeito
previamente observado para Au NPs funcionalizado com amônio quaternário (220) e
com PEI-DNA conjugados (221).  Nanopartículas conjugadas com PEI ramificado é
conhecida  por  ser  altamente  citotóxica.  As  OMVs  Hae-  254,  as  nanopartículas
biológicas estudadas neste trabalho, como potentes agentes de transfecção celular,
não  demonstraram  citotoxidade  em  células  NG97.  Quanto  mais  simples  for  a
composição das nanopartículas e próximas ao contexto fisiológico, melhor será sua
eficiência. O que nos incentivou a continuar estudando as nanopartículas biológicas
Hae-254 foi a possibilidade de utilizá-la como um potente transportador de DNA sem
precisar associar suas estruturas com substâncias sintéticas e também a princípio a
ausência de citotoxicidade.
Nanolipossomas neutros
 Uma  das  aplicações  mais  importantes  de  lipossomas  neutros  é  para  a
entrega de siRNA (208, 213). Os nanolipossomas neutros não são tóxicos para as
células  normais,  tais  como  fibroblastos  ou  células  hematopoiéticas,  tornando-os
potencialmente clinicamente úteis (222, 223).  Os lipossomas desenvolveram com
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina  neutra  (DOPC),  que  fornecem  siRNAs  de
forma mais eficaz em células tumorais do que lipossomas catiônicos (DOTAP) ou
usando  siRNA puro  (218).  Injeções  intravenosas  ou  intraperitoneais  de  DOPC,
nanolipossomas que incorporaram siRNA resultaram em knockdown substanciais de
EphA2, FAK, Neuropilina-2, IL-8, Bcl-2, bem como redução do tamanho do tumor em
camundongos (216, 219, 220).  Uma das características encontradas na OMV Hae-
126
254 foi sua carga que se aproxima do neutro, porém não sabemos como ocorre sua
entrada nas células.
Vantagens clínicas e considerações toxicológicas das nanopartículas neutras:
(a)  proteger  medicamentos  ou  agentes  terapêuticos  baseados  em  siRNA  da
degradação;  (B)  direcionamento  para  o  local  de  ação  através  do  peptideo  ou
anticorpo do ligante; e, (c) pouca toxicidade ou efeitos colaterais (221).  No caso dos
lipossomos, são conhecidos por reduzir os efeitos colaterais de muitos agentes por
entrega específica do fármaco para a célula cancerosa; assim sendo, a toxicidade
de  várias  drogas  são  diminuídas  devido  a  associação  com  os  lipossomos  em
tumores sólidos (221, 223). Os lipossomos têm problemas inerentes que dificultam a
utilidade clínica, incluindo: (a) baixa eficiência de encapsulamento; (B) vazamento de
drogas solúveis em água na presença de componentes do sangue ; (C) agregação e
baixa  estabilidade  de  armazenamento;  (D)  questões  relacionadas  à
reprodutibilidade;  (E)  dificuldades  relativas  à  ampliação  da  avaliação  clínica;  (F)
toxicidade (203, 224, 225, 226). 
A toxicidade pode ocorrer principalmente devido à composição do lipossoma,
tamanho de partícula ou carga. Portanto, a composição lipídica, a formulação e a
carga devem ser selecionados para minimizar possíveis efeitos colaterais adversos.
Por  exemplo,  lipossomos  catiônicos  podem  Interagir  com  proteínas  séricas,
lipoproteínas e a matriz extracelular, levando a agregação ou liberação de agentes
que são carregados antes de atingir as células alvo levando a toxicidade sistêmica
(219, 227, 228). A natureza química dos constituintes nos lipossomos catiônicos é
também um fator chave que determina a toxicidade, pois podem atuar como agentes
tensoativos  e  causar  solubilização  da  membrana  e  lise.  Lipossomos  catiônicos
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devido à carga positiva demonstraram causar danos ao fígado, o que limitaria a
dosagem repetida e o uso contínuo destas nanoestruturas na prática clínica  (228,
229).  Os  lipossomos  catiônicos  também  demonstraram  causar  influxo  celular  e
Inflamação dos pulmões através da indução  de espécies reativas de oxigênio (230).
Lipossomos catiônicos também podem levar à toxicidade mediada por macrófagos
após  exposição  de  mais  de  3  horas  (231).   Para  aplicações  sistêmicas,  uma
formulação  neutra  seria  melhor  ligado  a  uma  fração  de  direcionamento  para
promover  a  absorção.  As  OMVs  Hae-254  são  próximas  ao  neutro  nos  fazendo
acreditar  cada  vez  mais  na  sua  eficiência  como  um  potente  carreador  de
substâncias para dentro da célula. 
Dextrans,  polímeros  de  glicose  utilizados  para  uma  grande  variedade  de
aplicações terapêutica, com peso molecular de 40-70 kDa  tem sido usados para
fornecer agentes farmacêuticos à medida que: (a) são conhecidos por  formarem
motivos químicos repetitivos bem definidos; (B) solúvel em água; (C) estável sob
ácido e condições básicas; (D) contêm grupos funcionais para derivatização; e (E)
proteje  drogas  de  degradação  (232).  Efeitos  secundários,  como  anafilaxia,
sobrecarga de volume, edema pulmonar, edema cerebral ou  disfunção plaquetária
foi relatada em administração com dextrano, o que pode ser grave (233, 234). Um
raro, porém sério efeito osmótico do dextrano é a insuficiência renal aguda (235).
Assim sendo,  pacientes  com história  de  insuficiência  renal,  diabetes  mellitus  ou
distúrbios vasculares não devem ser tratados com drogas à base de dextrano. 
Nas  últimas  três  décadas,  vários  polímeros  biodegradáveis  sintéticos  e
naturais  foram  utilizados  para  a  preparação  de  nanopartículas  para  uma  ampla
variedade  de aplicações.  Estes  incluem dispositivos  de entrega terapêutica  para
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medicamentos e agentes de imagem em produtos biomédicos e farmacêuticos, o
que é devido ao excelente biocompatibilidade, permeabilidade e biodegradabilidade
controlável desses agentes (236, 237). Quanto a degradação doss produtos, eles
são  facilmente  metabolizados  no  corpo  através  do  ciclo  Krebs  e  são  facilmente
eliminados. Outra substância usada é o Poli (ácido láctico-co-glicólico) (PLGA), onde
a  toxicidade  sistêmica  associada  com  PLGA  para  entrega  ou  biomaterial  de
medicamentos  a  aplicação  é  baixa  (238).  O  PLGA é  um polímero  elastomérico
aprovado  pela  FDA para  entrega  de  fármaco  devido  à  sua  biodegradabilidade,
biocompatibilidade,  propriedades mecânicas e  facilidade de processamento  (239,
240).  As  nanopartículas  ácido  poli  (ácido  láctico-co-glicólico)  têm  potencial
significativo  para  serem  utilizadas  em  muitas  aplicações  clínicas.  Contudo,  a
modificação  superficial  das  partículas  deve  ser  considerada  para  evitar  a
acumulação no fígado. Dendrímeros  PAMAM ou PPI terminados em amina também
são usados para  entrega de DNA e outras  drogas.  Os dendrímeros serão úteis
clinicamente  para  uma  variedade  de  aplicações  e  a  plasticidade  das  moléculas
tornam-se passíveis de modificação química que será útil  para resolver questões
toxicológicas (241)
Os nanotubos de carbono  conjugados com anticorpos foram usados para
entrega  de  drogas  e  DNA plasmídial  para  inibição  do  câncer  (242,  243).  Por
exemplo,  nanotubos  de  carbono  carregados  com  agentes  anticancerígenos,  a
doxorrubicina  tem sido  usado  para  tratar  câncer  em animais  sem problemas de
toxicidade relacionados à doxorrubicina livre (244).  Injeção intravenosa de 10 mg /
kg de nanotubos de carbono carregados com doxorrubicina melhoraram a eficácia
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terapêutica com toxicidade desprezível em comparação com camundongos tratados
com doxorrubicina livre (245, 246).
Devido  as  características  como  a  forma  e  o  tamanho  dos  nanotubos  de
carbono, essas estruturas podem causar citotoxicidade, inflamação e danos ao DNA
(242,  247,  248).  Os  nanotubos  podem  induzir  agregação  plaquetária,  disfunção
mitocondrial, geração de ROS, alterações na morfologia celular em células epiteliais
e queratinócitos brônquicos, peroxidação lipídica e estresse oxidativo resultando em
morte celular (249, 250). Estes efeitos potencialmente prejudiciais podem limitar a
utilidade dos nanotubos de carbono para aplicações clínicas. Portanto, os nanotubos
de carbono podem ser usados para aplicações específicas que envolvem liberação
de drogas, porém,  a via de administração deve ser cuidadosamente considerada e
limitado. Essas nanopartículas não seriam recomendadas para qualquer aplicação
envolvendo inalação para os pulmões ou aplicações onde eles podem ser filtrados
através dos rins.  Várias outras nanopartículas são usadas como delivery de DNA e
medicamentos,  como  as  nanopartículas  de  ouro  e  de  prata,  tem  vantagens  e
desvantagens,  porém ainda são substâncias sintéticas e não biológicas,  no qual
vemos como um processo mais complicado do que se fosse um carreador biológico
(251,  252,  253).  Um  exemplo  seria  as  nanopartículas  de  óxido  de  prata  com
propriedades anti-tumorais por Injeção intravenosa, diminuindo o desenvolvimento
de  vasos  tumorais  (254).  Nanopartículas  de  prata  podem  causar  destruição  da
barreira  hematoencefálica,  produzindo  espécies  reativas  de  oxigênio,  bem como
degeneração  neuronal  e  edema cerebral  (254,  255).  As  nanopartículas  de  prata
podem liberar íons  que são tóxicos, portanto o uso de nanopartículas de prata para
entrega de fármacos para humanos deve ser limitado. As nanopartículas de ouro são
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particularmente  eficazes  para  a  terapia  de  fotoablação,  enquanto  que  as
nanopartículas de prata seriam melhor usadas para controlar infecções bacterianas.
O uso fora desses campos exigem avanços tecnológicos para diminuir os impactos
toxicológicos negativos desses agentes em animais. 
Outras nanopartículas como as  supermagnéticas têm toxicidade mínima no
corpo  humano  (256).  Um  estudo  comparando  várias  nanopartículas  de  óxido
metálico  mostrou  que  as  nanopartículas  de  óxido  de  ferro  eram seguras  e  não
citotóxicas em concentrações abaixo de 100 mg/ml (256). No entanto, administração
intravenosa pode levar à acumulação em algum órgão direcionado, potencialmente
levando a sobrecarga de ferro, o que pode ser tóxico. Altos níveis de ferro livres
podem causar um desequilíbrio na homeostase, levando ao dano do DNA, estresse
oxidativo e inflamação (256, 257). Outras nanopartículas constituídas com o núcleo
de metal  e  revestidas  com superfícies  de polietilenoglicol  para  poder  entrar  nas
células, os pontos quânticos, possuem altos índices de toxicidade, que pode ocorrer
quando essa camada que reveste as nanopartículas são destruídas por ácidos dos
endossomos ou  outros  componentes  celulares  levando  a  uma toxicidade  celular
(258, 259, 260, 261).
Principais  propriedades físico-químicas  a  considerar  que podem influenciar
Toxicidade de nanopartículas
Medicamentos baseados em nanotecnologia tem o objetivo de melhorar  a
entrega ou a absorção de agentes em células alvo ou reduzir a toxicidade associada
aos  agentes  farmacêuticos  por  meio  do  mascaramento  do  mesmo.  Por  muitas
décadas,  as  nanopartículas  foram  usadas  como  uma  estratégia  para  reduzir  a
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toxicidade e  os  efeitos  colaterais  associados a  drogas específicas  (202,  203).  A
nanotoxicologia está emergindo como um importante ramo da nanotecnologia e é o
estudo das interações de nanoestruturas com sistemas biológicos para elucidar a
relação entre  propriedades físicas  e químicas,  como tamanho,  forma,  superfície,
química, composição e agregação de materiais nanoestruturados com indução de
respostas biológicas tóxicas (208).
Tamanho da partícula
O tamanho da partícula é um dos fatores críticos que podem influenciar a
toxicidade  das  nanopartículas  (262).  O  tamanho  das  nanopartículas  variam  em
diferentes meios de dispersão, como água deionizada, células, meios de cultura com
e sem soro. Por exemplo, 40 milímetros de cobre aglomeraram 28 vezes o  tamanho
quando  introduzidos  em  água  deionizada  e  meio  RPMI-1640,  mas  apenas  um
aumento de nove vezes comparado ao seu tamanho primário quando colocado em
meio com soro (201, 263).  Embora partículas menores que 100 nm de tamanho
possuam  propriedades  mecânicas,  elétricas  e  químicas  desejáveis,  podem  ser
críticas  para  a  administração de  medicamentos.  O tamanho menor  pode causar
efeitos  indesejáveis,  como  a  passagem  pela  barreira  hematoencefálica  que
desencadeiam reações imunes, bem como danificam as membranas celulares (201).
Composição e carga de partículas
A composição e a carga das nanopartículas podem afetar a acumulação em
órgãos  e  a  toxicidade  (203).  A carga  da  superfície  das  partículas  é  geralmente
indicada  pelo  potencial  zeta.  O  potencial  Zeta  reflete  o  potencial  elétrico  das
partículas e é influenciado pela composição da partícula e pelo meio em que está
dispersa.  As  nanopartículas  com  um  potencial  zeta  acima  (+/-)  30  mV  são
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normalmente estáveis em suspensão, uma vez que a carga superficial  impede a
agregação das partículas. Por exemplo, o uso de lipossomos catiônicos em modelos
in vivo pode causar toxicidade dependente da dose e inflamação pulmonar (103,
214).  DOTAP,  um  constituinte  lipídio  catiónico  monovalente  de  lipossomas
catiônicos, e Lipofectamina, um lipossomo catiónico multivalente, acumulam-se na
vasculatura e podem ser preferencialmente absorvido pelo fígado e baço (216). Por
conseguinte, o uso clínico deste lípidio catiônico para administrar fármacos, genes e
peptideos em seres humanos não é aconselhável. Embora os sistemas de entrega
catiônicos à base de lipídios ofereçam alguma promessa como um potencial sistema
de entrega de siRNA, o potencial  de toxicidade relacionada a órgãos e pulmões
pode exigir formulações alternativas para a segurança (215, 264).
Área de superfície de partículas
Uma das principais causas das propriedades especiais das nanopartículas e
dos sistemas em escala nanométrica é a imensa área superficial que possuem. As
propriedades especiais das nanopartículas derivam de sua elevada proporção entre
área superficial e seu volume onde 1g de nanopartículas pode chegar a ter cerca de
1000 m
2
 de área. Elas também têm uma porcentagem consideravelmente mais alta
de átomos em sua superfície quando comparadas com partículas maiores, o que
pode  torná-las  mais  reativas  e  melhorar  a  eficiencia  em  aplicacoes  que  sejam
dependentes  de  sitios  superficiais  como  a  catálise.  (265).  Desde  então,  as
nanopartículas interagem com sistemas biológicos através da área de superfície.
Propriedades  como  composição,  carga  e  porosidade  são  fatores  críticos  que
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influenciam a toxicidade associada às nanopartículas (222, 265). O aumento da área
superficial  tem  a  vantagem  de  oferecer  oportunidades  para  a  conjugação  de
anticorpos e entrega de material, mas também desvantagens inerentes tornando-os
tóxicos,  se  não  racionalmente  projetados.  Por  exemplo,  a  durabilidade  ou
estabilidade dos revestimentos superficiais dentro de um ambiente biológico é um
fator  crítico  controlando  as  consequências  toxicológicas  associadas  às
nanopartículas  (222,  265).  Nanopartículas  envoltas  com  PEG  encontraram  uma
semi-vida de circulação aumentada em várias ordens de grandeza em comparação
com  polímeros  não-PEGilados  (266).  Mecanicamente,  a  PEGilação  cria  uma
camada protetora hidrofílica em torno das nanopartículas, que repelem a absorção
de  proteínas  opsoninas  através  de  forças  estéricas,  bloqueando  e  atrasando  o
processo de opsonização (266). 
Aglomeração e dispersabilidade 
Devido ao aumento da relação superfície / volume, as nanopartículas tendem
a aglomerar-se através do movimento browniano e das forças de van der Waals
(201, 267). A prevenção da aglomeração das nanopartículas para uso clínico deve
ser  feito,  pois  este processo pode alterar  as  propriedades físico-químicas,  como
distribuição de tamanho, relação superfície-volume, bem como a concentração de
nanopartículas, afetando o potencial de toxicidade devido ao bloqueio vascular ou
linfático (202).  Sonicação, detergentes, surfactantes pulmonares, polietilenoglicol e
soro podem impedir a aglomeração e diminuir a toxicidade ou efeitos secundários
deletérios  (201,  268).  Propriedades físico-químicas  podem contribuir  para  efeitos
tóxicos dos nanomateriais incluindo a composição química, estado de aglomeração,
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tamanho de partícula, distribuição de tamanho, densidade, forma e propriedades da
superfície, como área e carga . Por exemplo, a composição química pode afetar a
toxicidade de lipossomas que são formulado com lipídios catiônicos e fosfolípidos
fusogênicos  dioleyolfosfatidiletanolamina  (DOPE).  Contudo,  os  lipossomos
catiónicos também podem ter efeitos tóxicos quando acumulados em órgãos vitais,
ligando-se às proteínas séricas e interrompendo a função da membrana celular (208,
217). Outros métodos para determinar a aglomeração das nanopartículas incluem
rastreamento  e  análise  de  nanopartículas  (NTA),  microscopia  de  força  atômica
(MFA)  e  Microscopia  eletrônica  (ME)  UV-Vis  e  a  técnica  de  dispersão  de  luz
dinâmica (DLS) (201). Em nossa opinião, a medida da aglomeração deve ser uma
avaliação padrão que poderia  excluir  o potencial  bloqueio vascular  e toxicidades
relacionadas à imunidade.
Ensaios de biocompatibilidade - Ensaios baseados em células cultivadas, tais
como  MTT,  Sulforododina  B,  incorporação  de  bromodesoxi  uridina  e  análise  de
FACS no ciclo  celular  que  avaliem a  viabilidade  celular,  deve ser  utilizada  para
determinar a biocompatibilidade de nanomateriais sobre células vivas (269).
Para  uma  formulação  ser  considerada  citotóxica  faz  necessário  a
compreensão  do  comportamento  físico-químico  das  nanopartículas  poliméricas,
sendo objeto de inúmeras pesquisas, onde as principais dificuldades encontradas,
para a caracterização dos mesmos, são conseqüências do tamanho reduzido destas
partículas.  A caracterização físico-química desses sistemas só é possível mediante
a combinação de diversas técnicas de análise. Um dos maiores desafios, que ainda
persiste,  é  a  elucidação  da  forma  de  associação  dos  fármacos  a  estas
nanopartículas, visando a otimização da taxa de associação e a compreensão dos
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fatores  que  influenciam o  perfil  de  liberação  dos  fármacos.  Entretanto,  algumas
generalizações  podem  ser  assumidas  com  base  na  análise  dos  resultados
específicos,  produzidos  pela  ampla  gama  de  trabalhos  publicados  empregando
diferentes  fármacos,  composição  de  adjuvantes  e  tipos  de  sistemas  coloidais.
Quando interações iônicas  entre  o fármaco e o polímero podem se estabelecer,
mesmo que o primeiro seja lipofílico, a adsorção parece ser a forma de associação
preferencial.  Diversos  avanços  têm  sido  alcançados,  tanto  no  acúmulo  de
informações relativas aos fenômenos físico-químicos envolvidos, quanto em relação
ao desenvolvimento de formulações de nanopartículas mais estáveis,  o  que têm
ampliado as perspectivas de emprego clínico destes sistemas. Devido a todos os
experimentos realizados com diversas nanopartículas sintéticas, resolvemos utilizar
a OMV Hae -254 como agente transfectante, tendo em vista os resultados prévios
do  DLS  e  NTA  e  também  com  o  teste  de  citotoxicidade.  Nós  vimos  que  a
nanopartícula biológica Hae -254 tem um tamanho de aproximadamente 130 nm e
uma carga de -5 mV,  tendendo a  ser  neutra,  com nenhum efeito  citotóxico  nas
células alvo, nos fazendo a concluir como sendo um possível carreador de material
genético e fármacos para dentro das células.
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6-Teste de transfecção celular utilizando o reagente Effectene e a OMV-Hae254
como carreadores do plasmídio pIRES com GFP.
A análise do teste de transfecção demonstrou que a OMV-Hae254 (Figuras
10G  e  10H)  consegue  ser  tão  transfectante  quanto  o  agente  de  transfecção
convencional  Effectene (Figuras  10E  e  10F),  enquanto  os  controles  ficaram
inalterados (Figuras 10A, 10B, 10C, 10D). Desta forma, destacamos que a OMV-
Hae254 além de não ser citotóxica possui capacidade de carreamento gênico. Além
disso, a biofermentação desta OMV-Hae254 nunca fora descrito na literatura, sendo
um dado inédito. 
O processo de transfecção celular utilizando OMV-Hae254 realizou-se pela
combinação desta partícula com o plasmídeo da Clontech (pIRES) que, possui uma
região  para  expressão  da  proteína  verde  fluorescente.  Vários  são  os  fatores
impactantes  do  presente  estudo;  primeiro  pela  inediticidade  da  Obtenção  de
Vesículas de Membranas Externa a partir da linhagem de  Haemophilus aegyptius
254 (OMV-Hae254) utilizando para isso um Biorreator; segundo pela inediticidade da
utilização desta partícula como agente facilitador da transfecção de material nuclear
exógeno.
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Figura 10-  Imagem das células NG97 por miscroscopia de fluorescência:  refere-
se  ao  resultado  do  Ensaio  de  Transfecção  em  linhagem  celular  NG97
(Aumento  de  40X),  em  que  (A)  é  o  Controle  sem  OMV-Hae254,  sem
138
Effectene, sem pIRES, sem fluorescência; (B) é Controle sem OMV-Hae254,
sem Effectene, sem pIRES, com fluorescência; (C) é Controle só com OMV-
Hae254  sem  fluorescência;  (D)  é  Controle  só  com  OMV-Hae254  com
fluorescência; (E) é Transfecção do Effectene, com pIRES, sem fluorescência;
(F)  é  Transfecção  do  Effectene,  com pIRES,  com fluorescência;  e,  (G)  é
Transfecção  da  OMV-Hae254  com  pIRES,  sem  fluorescência  (H)  é
Transfecção da OMV-Hae254 com pIRES, com fluorescência.
Effectene: 
O Reagente de Transfecção Effectene é uma formulação lipídica única não
lipossómica concebida para alcançar altas eficiências de transfecção. O Reagente
de Transfecção Effectene oferece vantagens sobre muitos reagentes à base de li -
possomas e outros métodos de transfecção.
Vantagens do Reagente de Transfecção Effectene :
• Transfecção rápida e fácil - não é necessária a remoção complexa da transfecção
para a maioria dos tipos de células;
• Citotoxicidade mínima por transfecção na presença de soro - altamente adequada
para células primárias ou linhagens celulares sensíveis;
 • Alta eficiência de transfecção com uma ampla variedade de linhagens celulares;
particularmente bom para células primárias;
 • Significativamente menos DNA necessário - normalmente apenas um quinto do
necessário para a maioria reagentes à base de lipossomas;
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Princípio do Effectene
O Reagente Effectene é usado em conjunto com o potenciador (Enhancer)
e o tampão de condensação do DNA  (tampão EC) para alcançar altas eficiências de
transfecção. No primeiro passo da formação do complexo Effectene-DNA, o DNA é
condensado pela interação com o Enhancer e o sistema tampão. O Reagente Effec-
tene é então adicionado ao DNA condensado para produzir complexos Effectene-
DNA condensados. Os complexos Effectene-DNA são misturados com meio e adicio-
nado diretamente às células.
O  Reagente  Effectene  forma espontaneamente  estruturas  micelares  que
não apresentam variação de tamanho ou lote, como encontrado com reagentes de li -
possomo pré-formulados. Esta característica única garante excelente reprodutibilida-
de da formação do complexo de transfecção. O processo de condensação do DNA
sendo depois revestidos com Reagente Effectene é uma forma particularmente efi-
caz de transferir DNA para células eucarióticas.
Limitações de Uso do Produto
O Reagente de Transfecção Effectene é desenvolvido, projetado e vendido
para fins somente de pesquisa. Não deve ser utilizado para fins de diagnóstico ou
medicamentos em humanos, nem para ser administrado em humanos, a menos que
expressamente autorizado  pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA ,ou
por autoridades reguladoras apropriadas no país de uso. 
 Vários  tipos  de  nanopartículas  são  preparadas  com substâncias  anfifílicas
faciais  monodispersas  homólogas,  consistindo  numa  plataforma  de  α,  β  ou  γ-
ciclodextrina (α, β ou γCD) expondo grupos multivalente catiónicos na borda primária
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com cadeias hexanóilas nos hidroxilos secundários. A utilização destas nanopartículas
complexadas foram capazes de se reconstruir na presença do plasmídeo e produzir
nanopartículas transfectivas (40).  As ciclodextrinas (Cds)  anfifílicas catiônicas Beta
(Bpc)  exibem  alta  capacidade  de  transfecção,  o  que  pode  ser  atribuído  a  sua
capacidade de formar complexos de inclusão com o colesterol, aumentando assim a
permeabilidade da membrana biológica.  Com relação a  OMV Hae-254,  ainda não
sabemos qual  tipo  de interação com a membrana da célula  eucariótica  ela  sofre,
porém o grau de eficiência como agente de transfecção foi elevado em comparação
com  o  controle  em  células  NG97.  Em  nossos  resultados,  a  OMV  Hae  -254
demonstrou-se ter uma carga superficial  de -6 mV, indicando uma tendência a ter
carga quase neutra, próxima de zero, podendo explicar  sua facilidade em transfectar
e  neutralizar  a  carga  negativa  do  DNA.  Como  esta  vesícula  possui  todos  os
constituintes da membrana celular da bactéria, podemos deduzir que o alto teor de
fosfolipídios possa facilitar o complexo OMV - DNA em transpassar a membrana de
células  eucarióticas.  Podemos  também  ressaltar  a  constituinção  biológica  natural
como  sendo  uma  vantagem  da  OMV  Hae-254  em  relação  as  nanopartículas
produzidas artificialmente, uma vez que partículas estranhas ao organismo pode ter
um alto índice de rejeição, maior índice de imunogenicidade do que a OMV de origem
bacteriana.
A transfecção utilizando vetores virais apresenta-se como uma eficiente forma
de atravessar as barreiras existentes para chegar ao interior da célula alvo (42).  Isto
ocorre porque o vírus utiliza o seu mecanismo natural de adsorção - reconhecimento
do receptor celular para penetrar na célula, facilitando a internalização do DNA. O
sistema viral é atrativo porque é possível substituir genes envolvidos na replicação
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viral ou na virulência por um ou mais genes potencialmente terapêuticos, tornando-se
um eficiente vetor que não se replica ou não produz doença no hospedeiro (137).
Porém devido aos fatores negativos deste método já discutido anteriormente o torna
descartado como um possível método de terapia gênica. 
Entre  os  vetores  não-virais,  os  lipossomos catiônicos  são os  veículos  mais
usados no fornecimento de genes. Mas a questão mais crítica sobre sua aplicação é a
sua  baixa  eficiência  de  transfecção  em  comparação  com  vectores  virais.   Neste
estudo,   fizeram uma comparação entre  a  eficiência  de  transfecção de diferentes
formulações lipossômicas e investigaram o efeito da fluidez da membrana e outras
propriedades físicas de lipossomas e lipoplexos tais como o tamanho e a taxa de
carga  na eficiência de transfecção in vitro. Diferentes sistemas de liberação de genes
foram desenvolvidos utilizando lipossomos compostos de 1,2-dioleoil-3-trimetilamónio-
propano  (DOTAP)  ou  3  -  [N-  (NN-dimetilaminoetano)  -carbamoil]  colesterol  (DC-
CHOL)  em  combinação  com  outros  lipídeos  incluindo  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina  (DPPC),  1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina  (DOPE),  L-
fosfatidilcolina de ovo (EPC) e 1,2-dipalmitoil  -sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE)
(270). Estes lipossomos de vesículas multilamelares (MLV) foram extrudidos através
de filtros de policarbonato a 100 nm para produzir pequenas vesículas unilamelares
(SUV). A atividade de transfecção destes lipoplexos em células Neuro 2A foi testada
utilizando pRL-CMV codificando a luciferase de Renilla. Não foi possível estabelecer
qualquer correlação direta entre membranas de fluidos elevados e alta eficiência de
transfecção porque DOTAP: DPPE teve um resultado melhor do que DOTAP: DOPE
enquanto DC-CHOL: DOPE foi mais bem sucedido na transferência de genes do que
DC-CHOL:  DPPE.  Foi  revelado  que  o  uso  destes  dois  lipídeos  auxiliares  com
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diferentes Tm (DPPE: 64 ◦C e DOPE: -11 ◦C) juntamente com DOTAP aumentou a
eficiência de transfecção, mas a formulação destes fosfolípidos com DC-CHOL levou
a uma redução significativa na transfecção. Geralmente, as formulações de DOTAP:
DPPE,  DC-CHOL:  DOPE  e  DOTAP:  DOPE:  DPPE  mostraram  a  atividade  de
transfecção mais elevada. Os resultados deste estudo mostraram que, na concepção
de vetores não-virais baseados em lipossomas, devem ser considerados diferentes
parâmetros tais como tamanho, composição lipídica e utilização de lípidos auxiliares
(270). Com relação a OMV Hae-254  a composição da vesícula de teor natural , o
tamanho e carga devem favorecer sua entrada na célula de tal forma que transpasse
a membrana do núcleo e consiga integrar o material genético da célula alvo, sem a
necessidade de conjugar com outro tipo de substância, tornando essa metodologia
economicamente viável, prática e rápida.
Outro método muito utilizado no estudo de tranfecção celular é a técnica por
RNA  de  interferência  curtos  (siRNA),  usados  em  tecidos  e  células  tumorais
específicos como um dos principais desafios no desenvolvimento da interferência de
RNA como uma aplicação terapêutica. Para o câncer de mama, foi desenvolvido uma
nanopartícula  catiônica  como um  sistema  de  administração  terapêutica  alvo
específica. A síntese bem sucedida das nanopartículas magnéticas modificadas por
poliaspartato  (PAA)  e  polietilenoimina  (PEI)  foi  confirmada  utilizando  medidas  de
infravermelho  de  transformada  de  Fourier  (FT-IR).  A  nanopartícula  projetada  foi
caracterizada avaliando seu tamanho e carga antes e após a formação do nanoplexo
com siRNA em proporção de 2: 1 w / w (271). O siRNA de sobrevivência foi utilizado
para suprimir o gene anti-apoptótico, survivina, em células MCF-7. De acordo com a
importância da terapia combinacional, Mitoxantrone (MTX) foi usado como um agente
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quimioterapêutico também. As nanopartículas multifuncionais foram introduzidas com
sucesso  em  cerca  de  63%  das  células  MCF-7  que  foram  mostradas  através  de
métodos microscópicos e de citometria de fluxo. A captação celular eficaz conduziu as
células à apoptose. A regulação “downstream” da survivina foi determinada nos níveis
de RNAm e dosagem de proteína através de PCR em Tempo Real e Western blotting.
Reunindo todos os dados obtidos,  chegamos à conclusão de que a nanopartícula
Fe3O4-PAA-PEI pode entregar siRNA de forma eficaz no citoplasma das células de
câncer de mama MCF-7 e induzir apoptose. O interesse em buscar nanopartículas
naturalmente sintetizadas que possam ser usadas para vários benefícios na ciência e
na medicina nos faz acreditar  em continuar  estudando a OMV-Hae 254 como um
potente  carreador  de  fármacos,  silenciadores de genes de interesse,  assim como
associar  essas  nanopartículas  com  anticorpos  específicos  de  células  alvo  de
interesse, tornando um potencial carreador específicos para células tumorais.
 A transfecção de genes é considerada uma técnica promissora para melhorar
a  eficiência  dos  oligonucleotídeos  para  o  tratamento  de  doenças  genéticas  como
carcinomas.  Os oligonucleótidos desempenham um papel cada vez mais importante
nos cuidados de saúde, no entanto a baixa estabilidade em relação a degradação
pelas nucleases séricas  e  um elevado peso molecular,  pode dificultar  a  captação
celular e o curto tempo de permanência no plasma, que é Insuficiente para  chegar ao
seu local de ação nas concentrações terapêuticas necessárias.  Devido aos efeitos
imunogênicos e outros fatores negativos de se utilizar método virais para transfecção,
a  pesquisa  em  vetores  sintéticos  (nanopartículas  lipídicas  sólidas,  nanopartículas
cerâmicas,  nanopartículas  magnéticas,  micelas  poliméricas)  está  sendo  estudadas
como  um  veículo  de  transfecção  alternativo  (272).  Albumina  possui  várias
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características  que  a  tornam  uma  candidata  ideal  para  a  preparação  de
nanopartículas para entrega de medicamentos em oncologia. Em muitas formulações
a  albumina  tem  sido  favorecida  como  transportadora  de  fármaco  devido  à  alta
acumulação desta proteína em tumores, que é causada pelo aumento do metabolismo
no  carcinoma.  A albumina  liga-se  prontamente  ao  receptor  Glicoproteína  gp60,  e
possui afinidade da albumina com a proteína SPARC (Secreted Protein, Acidic and
Rica  em  cisteína),  que  é  frequentemente  super-expressa  na  matriz  extracelular
tumoral. Embora haja muitos relatos usando albumina como carreadora de fármacos
anticancerosos, não pode ser facilmente utilizado para medicamentos genéticos como
os oligonucleótidos, uma vez que o potencial  zeta de oligonucleótidos e albuminas
não permitem co-processamento. Para resolver este problema, a albumina foi alterada
pela modificação dos grupos carboxílicos com aminas (264) ou utilizando polímeros
catiónicos  tais  como  como  polietilenimina  (PEI)  como  o  ligante  entre  ambos.  No
entanto, estas modificações na  albumina pode dificultar sua bioactividade.
As vantagens em se estudar as nanopartículas biológicas OMV Hae-254 é a
simplicidade  com  que  é  extraída,  além  de  economicamente  viável,  possuindo
cacterísticas favoráveis para serem usadas como um potente carreador de DNA e
fármacos de interesse. A sua carga que, tende ao neutro, e o seu tamanho, deve ser
fundamental  para  ter  ocorrido  a  transfecção  celular  de  forma  eficaz,  porém  o
mecanismo com que isso ocorre ainda é desconhecido. Vimos que as céulas NG97
foram transfectadas de forma eficaz pelas OMVs Hae 254, tanto quanto ou mais que o
agente transfectante convencional Effectene, utilizado como um controle positivo. Isto
nos mostra que as OMVs Hae -254 podem ser usadas  como um potente agente de
estudos  mais  precisos  a  serem  explorados.  Como  a  OMV  possui  os  mesmos
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componentes da membrana externa da sua bactéria  de  origem, mesmo perdendo
possível quantidade desses componentes, hipotetizamos que num futuro próximo, se
acoplarmos  anticorpos  de  interesse  nessas  membranas,  principalmente  anticorpos
específicos para células tumorais podemos verificar sua eficiência como um possível
mecanismo de controle e tratamento de doenças como o câncer e também outras.
Além disso podemos pensar também na possibilidade de usar essas nanopartículas
como vacinas de DNA, onde pegamos um fragmento de DNA mutado, característico
de  células  tumorais  acoplados  as  OMVs  Hae  254,  fazendo  o  sistema  imune  a
produzir anticorpos contra células tumorais, levando ao próprio organismo a destruir
essas células,  reduzindo desta forma o tumor.  Uma vez imunizado futuras células
tumorais não conseguiriam de multiplicar, pois o sistema de reparo do DNA também
iria reconhecer essa mutação e bloquearia sua multiplicação. Sabemos que essas
hipóteses  podem estar  tão  próximas  como  também desencadear  outros  desafios,
porém essas nanopartículas podem ser utilizadas também como agente transfectante
substituindo as lipofectaminas, em diversars técnicas de transfecção em laboratórios
de pesquisa. As nanopartículas biológicas são produzidas naturalmente e de forma
mais rápida e simples do que as lipofectaminas, sintetizadas artificialmente, sendo um
produto  viável  economicamente  e  tão  eficaz  quanto  os  agentes  transfectantes
conhecidos.
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CONCLUSÕES
Conforme tudo o que fora apresentado até o presente momento podemos
concluir que:
1-  A produção de vesículas de membrana externa de Haemophilus aegyptius à
partir de biofermentação e ultrafiltração foi realizada com sucesso. Esse processo
por Biorreator e  ultrafiltração produziu OMVs de tamanhos menores que 200nm,
tornando este um processo viável, menos trabalhoso e mais rápido que os métodos
descritos na literatura; além disso foi  realizado de forma economicamente viável,
podendo ser adaptado facilmente para biofermentadores de produção em grande
escala.
2-  Os resultados do NTA confirmaram os resultados do DLS, mostrando uma
média de carga de -5 mV e de tamanho de 130 nm, com valores que favorecem
nossa hipótese das OMVs serem um potente agente transfectante. Os resultados
mostraram também que as nanopartículas em meio fisiológico não se agregaram,
mostrando  homogeinidade  nas  mesmas  mostrado  pelo  índice  de  polidispersão,
facilitando assim sua possível ligação ao DNA, fármacos e outras substâncias de
interesse.  As características  físico-químicas das nanopartículas  são responsáveis
pela maior parte da eficácia dessas nanopartículas entrar na célula. 
     3-  O uso de OMVs para a redução de astrocitomas demonstra ser promissora
para o uso no tratamento desse tipo de tumor sólido como possível veículo para
moléculas de combate deste tipo de câncer. Como mostrado nas imagens, as céulas
NG97 foram transfectadas com OMV-Hae 254 tanto quanto ou mais que o agente
transfectantes convencional Effectene, utilizado como controle positivo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS
- Verificar a forma e tamanho das nanopartículas por técnicas de microscopias
eletrônicas  de  varredura  (MEV)  ou  de  transmissão  (MET).  A MET pode  permitir
também a diferenciação entre nanocápsulas e nanoesferas, possibilitando, inclusive,
a determinação da espessura da parede da nanocápsulas. A técnica de criofratura
também tem sido empregada para auxiliar a análise morfológica destes sistemas.
     -  Caracterizar a morfologia de superfície das nanopartículas por microscopia de
força atômica, a qual fornece informações com alta resolução em três dimensões,
em escala nanométrica, sendo capaz ainda de resolver detalhes de superfície em
nível atômico.
    -  Determinar  a  distribuição  de  massa  molar  do  polímero  pela  técnica  de
cromatografia de exclusão de tamanho. Essa técnica pode informar  a influência dos
componentes  da  nanopartícula  sobre  o  processo  de  polimerização,  sobre  a
ocorrência de reações químicas entre o fármaco e a nanopartícula e, ainda, sobre a
degradação desta em função do tempo.
-  Informações  relevantes  sobre  a  estabilidade  de  suspensões  nanoparticuladas
podem ser  obtidas mediante  o  monitoramento  do pH em função  do tempo.  Por
exemplo, alteração do pH pode ser indício de degradação do polímero.
  - Outras técnicas empregadas para a determinação da forma de associação do
fármaco a nanopartículas incluem a calorimetria exploratória diferencial, a difração
de raios X e/ou a espectroscopia no infravermelho. 
148
-  Análise  dos complexos DNA – OMV,  para  verificarmos se  essa nanopartículas
alteram a conformação do DNA plasmideal. Para isso precisamos utilizar diferentes
concentrações das OMVs para neutralizar 500 ng do plasmídeo de interesse. Estas
reações podem ser realizadas em solução fisiológica (q.s.p. 30 μL), simulando as
possíveis soluções de transfecção. A mistura é submetida à eletroforese em gel de
agarose a 1%,  corada com brometo de etídeo (BET)  e visualizada por  luz ultra
violeta.
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